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O objectivo deste trabalho foi o de avaliar a bioacessibilidade de compostos antioxidan-
tes e antimicrobianos de duas plantas aromáticas de consumo comum na cozinha tradicional 
portuguesa nomeadamente o orégano (Origanum vulgare L.) e o tomilho limão (Thymus x 
citriodorus L.). Para isso realizaram-se simulações in vitro do processo de digestão gástrica e 
gastrointestinal, avaliando a quantidade de fenóis e flavonóides totais bem como a capacidade 
antioxidante e antimicrobiana do extratos obtidos através de cada um destes processos. Estes 
extratos permitiram avaliar a quantidade de compostos bioativos que se conseguiu solubilizar 
da matriz da planta ao longo do processo de digestão (fração bioacessível). Para ter uma ideia 
do potencial antioxidante e antimicrobiano destas plantas, os extratos obtidos por simulação do 
processo de digestivo foram sempre comparados com extratos preparados com etanol 70%, 
utilizando a mesma proporção massa de planta/volume de solvente. 
A actividade antioxidante foi avaliada através de diferentes ensaios, nomeadamente ava-
liação da capacidade de sequestro dos radicais DPPH• (2,2-difenil-1-pircrilhidrazilo), ABTS•+ 
(2,2’-azino-bis(3,etilbenzotiazolina-6-ácido sulfónico) e da espécie reactiva de oxigénio anião e 
anião superóxido (O2●-), e avaliação da capacidade redutora através dos ensaios FRAP (capa-
cidade redutora férrica) e CUPRAC (capacidade redutora cúprica). A actividade antimicrobiana 
foi avaliada pela determinação da capacidade dos extratos para inibir o crescimento de bacte-
rias Gram-positivas (Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus 
aureus resistente à meticilina e Enterococcus faecalis) e Gram-negativas (Escherichia coli e 
Pseudomona aeruginosa). 
Em relação à atividade antimicrobiana esta só se conseguiu detetar com os extratos 
etanólicos e apenas contra as bactérias Gram-positivas. Por outro lado, conseguiu detetar-se 
atividade antioxidante em todos os extratos, de ambas as plantas em estudo, e em todos os 
ensaios efectuados. Contudo, a atividade antioxidante após simulação da digestão gastrointes-
tinal foi estatisticamente inferior à obtida nos extratos etanólicos. Esta diferença sugere que a 
simulação da digestão possa ter originado uma perda de compostos bioativos ou que, nas con-
dições da digestão gastrointestinal, os compostos bioativos não tenham sido extraídos da 
matriz da planta. No entanto, apesar de ser inferior à dos extratos em etanol, a atividade antio-
xidante obtida após simulação da digestão sugere que tanto os orégãos como o tomilho limão 
ainda possam desempenhar um papel importante na defesa antioxidante, em particular atuan-
do na desativação de espécies reativas de oxigénio que se possam formar no aparelho digesti-
vo. 
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The work aimed to evaluate the bioaccessibility of antioxidant and antimicrobial com-
pounds of two aromatic plants of common consumption in Portuguese traditional cuisine, 
namely oregano (Origanum vulgare L.) and lemon thyme (Thymus x citriodorus L.). For this 
purpose, in vitro simulations of gastric and gastrointestinal digestion were carried out, and the 
total phenolic and flavonoids contents as well as the antioxidant and antimicrobial capacity of 
the extracts obtained through each of these processes was assyed. Results obtained were 
compared with extracts prepared with 70% ethanol, using the same proportion of plant mass / 
volume of solvent. 
The antioxidant activity was evaluated by different assays, namely the evaluation of the 
DPPH• (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), ABTS•+ (2,2-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-
sulphonic acid)) and superoxide anion (O2●-) scavenging assays and FRAP (ferric reductant-
city) and CUPRAC (cupric reducing capacity) assays. Antibacterial ativity was assayed agaisnt 
Gram-positive (Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, methicillin-resistant 
Staphylococcus aureus and Enterococcus faecalis) and Gram-negative bacteria (Escherichia 
coli and Pseudomona aeruginosa). 
Antimicrobial activity was only detected with ethanolic extracts and only against the 
Gram-positive bacteria. In what concerns antioxidant activity results showed that all the extracts 
of both plants have antioxidant capacity in all the assays. However, the simulation of gastroin-
testinal digestion led to a loss of bioactive compounds since antioxidant activity was always sta-
tistically lower than the antioxidant activity of 70% ethanol extracts. Nevertheless, in spite of 
gastrointestinal digestion can not extract the full antioxidant potential of these plants, antioxidant 
activity detected suggests that both oregano and lemon thyme may still play an important role in 
antioxidant defense. 
Keywords: Aromatic plants, Bioacessibility, Antioxidant activity, Antibacterial activity, Phenolic 
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As plantas aromáticas têm sido usadas desde os tempos antigos para fins culinários 
como temperos nos alimentos, para conferir ou melhorar o seu aroma e sabor, bem como para 
ajudar a sua preservação. Da mesma forma, estas plantas têm sido aplicadas na cosmética e 
na medicina tradicional onde estão descritas como podendo auxiliar no tratamento de algumas 
doenças.  
Numerosos estudos têm sido realizados com o objetivo de avaliar as propriedades bioa-
tivas das plantas aromáticas, nomeadamente as suas propriedades antimicrobianas e antioxi-
dantes, bem como o de identificar os componentes destas plantas responsáveis por essas ati-
vidades. A função antioxidante de vários compostos bioativos nos alimentos tem atraído muita 
atenção devido ao papel que estes podem ter na prevenção de várias doenças crónico - dege-
nerativas. Recentemente, foi afirmado que o efeito benéfico dos alimentos sobre a saúde 
humana pode relacionar-se com a actividade antioxidante de compostos bioativos contidos 
nestes produtos (GÜLÇIN, 2012). 
Os compostos bioativos são definidos como componentes dos alimentos que influenciam 
a actividade fisiológica ou celular, resultando em um efeito benéfico para a saúde (KRIS-
ETHERTON et al., 2004). Estes compostos não são nutrientes porque não são essenciais para 
a vida e geralmente ocorrem em pequenas quantidades nos alimentos. No entanto, diversos 
estudos epidemiológicos sugerem que os compostos bioativos contribuem para reduzir o risco 
de várias doenças (KRIS-ETHERTON et al., 2002). 
Para além do interesse que resulta do efeito benéfico que podem exercer sobre a saúde, 
as plantas aromáticas têm sido igualmente estudadas no sentido de avaliar a sua capacidade 
de preservar os alimentos, devido ao crescente interesse das indústrias alimentares em encon-
trar substitutos naturais para os aditivos sintéticos. 
Os frutos e vegetais são considerados como as principais fontes alimentares de compos-
tos bioativos, como vitaminas, compostos fenólicos e carotenóides, que estão ligados à dimi-
nuição da incidência de doenças cardiovasculares e neurodegenerativas, bem como alguns 
tipos de cancro, muito devido às suas propriedades antioxidantes (DALY et al., 2010; 
HARRISON & MAY, 2009; SCALBERT & WILLIAMSON, 2000). 
A oxidação é a transferência de eletrões de um átomo para outro e é uma parte normal 
da vida aeróbia. No entanto, este processo pode gerar radicais livres e outras espécies reativas 
de oxigénio como o peróxido de hidrogénio. Os radicais livres são continuamente produzidos 
durante eventos fisiológicos normais, mas são capazes de danificar biomoléculas importantes, 




Para lidar com estas espécies reativas de oxigénio, os organismos aeróbios possuem 
defesas antioxidantes, incluindo antioxidantes enzimáticos e não enzimáticos e enzimas capa-
zes de reparar moléculas danificadas por radicais. Um antioxidante é uma molécula que, mes-
mo quando se encontra em pequenas quantidades, é capaz de inibir ou retardar a oxidação de 
outras moléculas. Um alimento antioxidante é qualquer alimento rico neste tipo de compostos 
(GÜLÇIN, 2012). 
As plantas aromáticas e especiarias são ricas em polifenóis, em particular flavonóides, 
terpenóides, e outros compostos voláteis. Muitos destes compostos possuem atividade antioxi-
dante e/ou antimicrobiana (GULLUCE et al., 2007). Os compostos antimicrobianos podem 
interferir com a integridade das membranas celulares inviabilizando assim a sobrevivência das 
células. Esta interferência pode ocorrer através da alteração da permeabilidade de membrana, 
permitindo assim a passagem de agentes nocivos para o interior da célula, ou podem afectar a 
síntese do peptidoglicano, contribuindo para a perda de rigidez da célula e alterando assim a 
sua forma. Estes compostos podem ainda inibir a síntese ácidos nucleicos, proteínas ou lípi-
dos, ou inibir a atividade de diversas enzimas fundamentais para o funcionamento celular 
(CUSHNIE & LAMB, 2005). Os componentes antimicrobianos estão na sua maioria presentes 
no óleo essencial das folhas, flores, bolbos, rizomas ou frutos (LÓPEZ-MALO et al., 2005). 
As plantas aromáticas, especiarias e extratos vegetais são produtos geralmente reco-
nhecido como seguros (GRAS) uma vez que, conforme anteriormente referido, são desde há 
muito tempo usados em alimentos para conferir sabor e ajudar na conservação (SHAN et al., 
2007; TIWARI et al., 2009).  
Diversos estudos mostram que os alimentos derivados de plantas são ricos em compos-
tos bioativos. Contudo, grande parte desses estudos, baseia-se em ensaios in vitro, e, deste 
modo, levanta-se a questão de saber até que ponto é que as propriedades detectadas in vitro 
se mantêm in vivo. Com efeito, o facto de um composto apresentar uma determinada activida-
de in vitro não é condição necessária e suficiente para que a mantenha nas condições fisiológi-
cas. Para que isso aconteça é necessário que esse composto seja solubilizado da matriz do 
alimento durante a digestão gastrointestinal e que não seja degradado nesse processo ficando 
assim bioacessível. Em seguida é ainda necessário que esse composto seja absorvido pelas 
células do intestino e que não seja rapidamente inactivado pelas enzimas de biotransformação 
humana. 
Neste contexto, o objetivo do presente trabalho foi o de avaliar se as propriedades antio-
xidantes e antimicrobianas dos orégãos e o tomilho limão, duas plantas aromáticas comumente 
utilizadas na cozinha tradicional Portuguesa, se mantinham após a simulação in vitro da diges-
tão gastrointestinal. Para isso efetuou-se uma simulação in vitro da digestão gastrointestinal e 
estudou-se o impacto deste procedimento na capacidade antioxidante e antimicrobiana bem 




noção da forma como a digestão vai alterando os compostos bioativos das plantas em estudo 
foram retiradas amostras após o processo de simulação da digestão gástrica e no final da 
simulação da digestão gastrointestinal.  
Os objetivos específicos deste estudo foram:  
1. Elaborar para cada uma das plantas aromáticas em estudo uma simulação da diges-
tão gástrica, uma simulação da digestão gastrointestinal e um extrato em etanol 70% (atividade 
antioxidante total).  
2. Quantificar os compostos fenólicos e, em particular, os flavonóides no extrato em eta-
nol e nas amostras obtidas após simulação da digestão gástrica e gastrointestinal.  
3. Determinar a capacidade antioxidante no extrato em etanol e nas amostras obtidas 
após simulação da digestão gástrica e gastrointestinal, de modo a conferir qual o impacto do 
processo digestivo nas propriedades bioativas das duas plantas. Não havendo nenhum método 
padrão validado que possa avaliar todos os possíveis mecanismos de atividade antioxidante, 
esta foi avaliada através da conjugação de diversos dos métodos existentes. Assim, na avalia-
ção da capacidade antioxidante das plantas aromáticas recorreu-se a ensaios de avaliação da 
capacidade redutora (capacidade de redução do cobre e capacidade de redução do ferro) e 
capacidade de sequestro de espécies radicalares (sequestro dos radicais DPPH, ABTS e anião 
supeóxido).  
4. Determinar a capacidade antimicrobiana do extrato em etanol das amostras obtidas 
após simulação da digestão gástrica e gastrointestinal contra bactérias bram negativas (Esche-
richia coli e Pseudomona aeruginosa) e bactérias gram-positivas (Staphylococcus aureus, 














1. As plantas aromáticas, alimentos funcionais e nutracêuticos. 
As plantas aromáticas têm sido usadas amplamente para preservar ou temperar diversos 
alimentos (MERCADO et al., 2012). Estas plantas podem ser adicionadas de diferentes manei-
ras: com as folhas inteiras, moídas ou em forma de extrato. Por causa das propriedades aro-
matizantes que possuem, o uso directo destas plantas como antioxidantes é limitado pela pos-
sibilidade da sua adição alterar as propriedades organolépticas do produto sobre o qual estas 
são aplicadas (PEREZ TORTOSA, 2008). Muitas plantas aromáticas também têm sido usadas 
como plantas medicinais para o tratamento de algumas doenças (MERCADO et al., 2012). 
As propriedades culinárias e o potencial terapêutico das plantas aromáticas têm sido atri-
buídas a vários componentes conhecidos como fitoquímicos bioativos (FOSTER et al., 2005). 
Estas plantas podem assim ser encaradas como componentes da dieta, que para além de 
poderem fornecer nutrientes, contêm fitoquímicos bioativos que são benéficos para a saúde, 
podendo assim ser encaradas como alimentos funcionais (JONES, 2002).  
Os alimentos funcionais são definidos como produtos alimentares de origem animal ou 
vegetal, consumidos na dieta diária que além de fornecer nutrientes possuem componentes 
bioativos. Estes compostos exercem efeitos farmacológicos que regulam as funções terapêuti-
cas no corpo e que são benéficas para a saúde (ROBERFROID, 1999). Em alguns casos, 
estes componentes bioativos foram distribuídas comercialmente como nutracêuticos; os nutra-
cêuticos são caracterizados por serem suplementos dietéticos bioativos benéficos para a saúde 
ingeridas em forma concentrada sob a forma de pílulas, comprimidos, cápsulas ou tónicos 
(JONES, 2002). Os alimentos funcionais de origem vegetal representam uma fonte potencial de 
fitoquímicos bioativos (Figura 1.1). Dentro dos fitoquímicos, os compostos polifenólicos têm 
sido extensivamente estudados pelo efeito contra doenças crónicas degenerativas que lhes 







Figura  1-1 Principais classes de fitoquímicos naturais  (FERREIRA & ABREU, 2007). 
 
 
A procura contínua de fontes de antioxidantes naturais a fim de atender às preferências 
atuais dos consumidores, tem vindo a motivar um interesse crescente da indústria e muitos 
grupos de investigação científica para estudar espécies de plantas pertencentes à família botâ-
nica das Lamiáceas (tomilho, alecrim, salva, orégãos, etc.), devido às suas potentes proprieda-
des antioxidantes e antimicrobianas que superam muito os antioxidantes naturais e sintéticos 










1.1. Caracterização das plantas aromáticas estudadas. 
1.1.1. Orégão 
O nome orégãos inclui mais de duas dezenas de diferentes espécies de plantas, com flo-
res e folhas apresentando um cheiro característico de "especiaria". Estas espécies são bastan-
te utilizadas para fins culinários, sendo a mais comum o Origanum vulgare, nativa da Europa. 
O Origanum vulgare L., pertence à família das Lamiáceas (Lamiaceae) e é uma planta 
que cresce espontaneamente em locais soalheiros e áridos até 2000 metros acima do nível do 
mar, sendo cultivada como planta aromática e por suas propriedades terapêuticas (Anon., 
2017). 
O caule é ereto, quadrangular, de 50-80 cm, ramificado e na parte superior é de cor 
avermelhado e coberto de uma espessa felpa. A raiz é um rizoma rastejante, enegrecido e com 
raízes fibrosas. As folhas são ovais-lanceoladas, de margens lisas ou ligeiramente denteadas, 
possuindo um pecíolo curto e, muitas vezes, pubescente. As flores estão encontram-se no ápi-
ce dos caules e possuem cor branco-rosa-vermelho, com brácteas roxas. As flores são herma-
froditas de polinização entomófila por abelhas e borboletas (Figura 1.2). O fruto é esférico e 
escuro (Anon., 2017). 
 
A. B.  






Entre os compostos que têm vindo a ser identificados nas espécies de Origanum, encon-
tram-se o limoneno, β-cariofileno, o p-cimeno, cânfora, linalol, α-pineno, carvacrol e o timol 
(LOARCA-PINA & GONZALEZ DE MEJIA, 2004). 
Há diversos estudos sobre a composição química dos orégãos, utilizando extratos aquo-
sos e seus óleos essenciais (PASCUAL et al., 2001). Foram identificados flavonóides como a 
apigenina e a luteolina, álcoois alifáticos, compostos terpénicos e derivados do fenilpropano 
(JUSTESEN & KNUTHSEN, 2001). No O. vulgare foram encontrados os ácidos coumárico, ros-
marínico, ferúlico, cafeico, hidroxibenzóico e vanílico (MILOS et al., 2000). 
Os monoterpenóides, compostos voláteis com odores intensamente pungentes, são os 
responsáveis pelas fragrâncias e sensações de cheiro-gosto de muitas plantas (DEWICK, 
1997). Os principais quimiotipos da espécie O. vulgare são o carvacrol e o timol, cada um com 
enzimas específicas que dirigem a sua biossíntese (D'ANTUONO et al., 2000). 
O orégão (Origanum vulgare) tem demonstrado ter propriedades antioxidantes, antifún-
gicas, anti-espasmódicas e anti-sépticas. A acção potente dos seus princípios ativos, carvacrol 
e o timol parecem contribuir de forma determinante para o poder antibacteriano desta planta 
(TONGUINO, 2011). 
As folhas de orégãos, para além de serem amplamente utilizadas na culinária, são ainda 
utilizadas no processamento de alimentos, no fabrico de cosméticos, produtos farmacêuticos e 
bebidas espirituosas (LOARCA-PINA & GONZALEZ DE MEJIA, 2004). 
1.1.2. Tomilho limão 
O tomilho pertence taxionomicamente à família das Lamiáceas (Lamiaceae), género 
Thymus (etimologicamente do latim "Thymún" e do grego "Thymon") e à classe das dicotiledó-
neas. O número de espécies listadas até agora excede os quinhentos, mas talvez sejam mui-
tas mais as existentes por causa da grande facilidade desta planta aromática para produzir 
hibridações e mutações (PEREZ TORTOSA, 2008). 
O tomilho limão (Thymus x citriodorus L.) é uma das Lamiáceas amplamente cultivadas 
na região do Mediterrâneo sendo utilizda há séculos na medicina tradicional e na culinária 
(PEREIRA et al., 2013). 
O tomilho limão (Thymus x citriodorus L.) é um híbrido entre o tomilho poejo (Thymus pu-
legioides) e o tomilho comum (Thymus vulgaris). Esta planta aromática (seu nome genérico 
vem do verbo grego Thym, referindo-se ao seu aroma intenso e agradável) é arborizada, de 
10-40 cm de altura e muito ramificada. As folhas, de 3-8 mm, são lineares, oblongas, sentadas 
ou ligeiramente pedunculadas, opostas, tomentosas, sem cílios, e com as margens inferiores 




mando uma secção terminal, por vezes com a inflorescência interrompida. As brácteas são 
verde-cinza, o cálice, minguante, com pêlos rígidos e com uma cor avermelhada. A corola é um 
pouco mais longa do que o cálice e tem cor branca ou rosa. Os quatro estames saem da corola 
e o fruto é um tetraquenio, de cor castanha (Figura 1.3) (LAGOS LA ROSA, 2012). 
 
A.  B.  
Figura 1-3 A. Planta de tomilho limão – B. Flor do tomilho limão 
(http://cantinhodasaromaticas.blogspot.pt/2008/04/tomilho-limo.html?m=1). 
 
Diversos estudos efetuados com o tomilho têm permitido identificar alguns dos consti-
tuintes desta planta. Assim, foram identificados em extratos aquosos preparados a partir de 
plantas de secas ácido cafeico e seus oligómeros [ácido rosmarínico, ácido rosmarínico 3'-O- 
(8 "-cafeoil), ácido litospermico e rosmarinato de metilo], flavonas (apigenina, luteolina, luteoli-
na-7-O-β-glucuronido, luteolina-7- O-glucósido, glicosídeos de 6-hidroxiluteolina, crisoeriol e 
polimetoxiflavonas), flavanonas (naringenina, naringenina-7-O-glucósido, narirutina, eriodictilol, 
eriodictil-7-O-glucósido, isosacuranetina, eriocitrina e hesperidina), e o flavanonol taxifolina 
(DORMAN et al., 2004; FECKA & TUREK, 2008). 
Num estudo realizado por PEREIRA e colaboradores (2013) o extrato de tomilho limão 
(Thymus x citriodorus L.) mostrou-se rico em ácido rosmarínico (10,4 ± 0,6 mg/g de extrato) e 
em luteolina-7-O-α-glucuronido (12 ± 2 mg/g de extrato), que foi relatado em Thymus pela pri-
meira vez. 
O tomilho tem propriedades medicinais, como expectorante e antiespasmódico, anti-
séptico, actividade anti-inflamatória e actividade antioxidante (LAGOS LA ROSA, 2012). O Thy-
mus x citriodorus, ou tomilho de limão, é um dos tomilhos mais utilizados na culinária. A planta 
é usada como ingrediente para a confecção de várias receitas de entradas (recheados de quei-
jo), lanches, molhos e diferentes carnes (recheio de carne), peixe ou pratos vegetarianos. Além 




fecção de sopas e consumida em saladas frescas, bem como em marinadas para peixe gre-
lhado, frango e pato assado, batatas e cenouras. Além do uso culinário o tomilho limão é tam-
bém amplamente consumido na forma de infusão para fins medicinais (PEREIRA et al., 2013). 
 
1.2. Atividades biológicas das plantas aromáticas 
1.2.1. Atividade Antioxidante 
Grande parte da atividade antioxidante associada com as plantas da família das Lamiá-
ceas é devida à presença de compostos fenólicos. Por exemplo, desde há muito tempo que o 
alecrim e a sálvia são reconhecidos como sendo plantas com forte atividade antioxidante, con-
tendo uma mistura de compostos fenólicos simples (tais como ácido rosmarínico e outros deri-
vados do ácido cafeico) e de terpenos fenólicos (tais como o carnosol, ácido carnósico, rosma-
nol, etc.) cujo potente efeito antioxidante foi detetado em múltiplos ensaios in vitro. A presença 
destes mesmos compostos noutros membros da mesma família das Lamiáceas (orégãos, tomi-
lho, poejo, etc.) faz com que essas espécies geralmente apresentam um grande interesse no 
ponto de vista da sua utilização em escala industrial (MADSEN & BERTELSEN, 1995). 
Conforme anteriormente referido, um antioxidante é uma substância capaz de neutralizar 
a acção oxidante de radicais livres, libertando electrões que são capturados por estes radicais 
livres, e tem um papel preventivo no desenvolvimento de envelhecimento e certas doenças 
neurodegenerativas. O antioxidante, ao interagir com o radical livre confere-lhe um electrão, 
enfraquecendo a sua acção e, em alguns casos, tais como a vitamina E, podem regenerar a 
sua forma original por acção de outros antioxidantes (LOURDES et al., 2001). 
Os antioxidantes naturais presentes nas plantas têm despertado grande interesse nas 
últimas décadas, com o comprovar da existência de uma associação entre o estado de stress 
oxidativo e o desenvolvimento de um grande número de doenças oxidativo. Com efeito, diver-
sos estudos têm vindo a demonstrar que os danos oxidativos causados pelos radicais livres 
estão associados com uma vasta gama de doenças e distúrbios, incluindo: insuficiência cardía-
ca, inflamação, cataratas, cancro, hipertensão, diabetes, doenças neurodegenerativas - Alzhei-
mer e Parkinson e artrite reumatóide e ainda ao processo normal de envelhecimento 
(YOUNGSON, 2003; VALKO et al., 2007). 
O corpo humano mantém um balanço constante para preservar o equilíbrio entre a pro-
dução de pró-oxidantes, que são gerados como resultado do metabolismo celular, e os siste-
mas de defesa antioxidantes. A perda deste equilíbrio redox leva a um estado de stress oxida-
tivo, que se caracteriza pelo aumento dos níveis de radicais livres e espécies reativas, que não 
é compensado por um aumento nos sistemas de defesa antioxidante. A condição de stress 




e/ou morte celular (BECKMAN & AMES, 1998; GHADGE et al., 1997; HALLIWEL & 
GUTTERIDGE, 1999; RIVAS et al., 2001; HARMAN, 1986). 
A alteração do balanço entre os pró-oxidantes e os antioxidantes pode ter diversas mag-
nitudes. No stress oxidativo leve as defesas antioxidantes são suficientes para restabelecer 
este equilíbrio, mas o stress oxidativo grave pode levar a alterações no metabolismo celular, 
quebra nas cadeias de DNA, aumento da concentração de cálcio intracelular, danos em proteí-
nas específicas e peroxidação lipídica. Os danos causados pelo stress oxidativo podem ser 
reversíveis ou irreversíveis, dependendo de fatores tais como a eficácia das defesas antioxi-
dantes do organismo, a idade, o estado nutricional e fatores genéticos envolvendo os genes 
que codificam para os sistemas antioxidantes (HALLIWEL & GUTTERIDGE, 1999). 
A geração de espécies reativas de oxigénio (ROS) e outros radicais livres (RL) no meta-
bolismo celular aeróbio é um processo normal e necessário que geralmente é compensado 
pelos sistemas de defesa antioxidante endógenos, os quais ajudam a manter o equilíbrio redox 
(VALKO et al., 2007). O desequilíbrio entre espécies oxidantes e antioxidantes pode resultar de 
uma produção excessiva de ROS, ou do défice de antioxidantes enzimáticos e não enzimáticos 
(VALKO, et al., 2007). 
Neste ponto, a dieta desempenha um papel importante na prevenção de doenças rela-
cionadas com o stress oxidativo, principalmente através do fornecimento de compostos bioati-
vos de origem vegetal, que têm efeitos sinérgicos ou aditivos (Liu, 2004) que podem melhorar 
as defesa antioxidantes diretamente, ou indiretamente ativando e potenciando os sistemas 
antioxidantes endógenos (MASELLA et al., 2005). 
1.2.2. Radicais livres e espécies reativas de oxigénio (ROS). 
Os radicais livres são átomos ou grupos de átomos que têm um electrão não emparelha-
do ou livre. Estas espécies são muito reativas, uma vez que tendem a captar um electrão das 
moléculas estáveis com o fim de alcançar a sua estabilidade. Quando o radical livre consegue 
subtrair o electrão que precisa, a molécula estável que o cedeu torna-se, por sua vez, um novo 
radical livre por ficar com um electrão não emparelhado, iniciando assim uma reacção em 
cadeia, que pode, eventualmente, originar a morte celular (AVELLO & SUWALSKY, 2006). A 
semi-vida biológica de um radical livre é de microssegundos, devido à sua capacidade para 
reagir com todas as moléculas ao seu redor, podendo, por isso, causar danos em células e 
tecidos (AVELLO & SUWALSKY, 2006). 
Os radicais livres são produzidos de forma contínua no organismo por meio de reacções 
bioquímicas de oxido-redução (redox), os quais ocorrem no metabolismo normal das células, 
pelos fagócitos, numa reacção inflamatória controlada e também, por vezes, como resposta à 




ou o exercício excessivo (CÉSPEDES & SÁNCHEZ, 2000). Os radicais livres em quantidades 
moderadas têm importantes efeitos fisiológicos, tais como a regulação da resposta imunológica 
de defesa (inactivação de vírus, a remoção de bactérias ou fungos) (OLGUIN  et al., 2004). No 
entanto, quando se verifica um excesso de produção destas espécies, ou uma diminuição da 
capacidade de defesa, elas podem levar a lesões celulares que estão na base do desenvolvi-
mento de diversas doenças (Figura 1.4).  
 
 
Figura 1.4. Principais causas, alvos e consequências da acção dos radicais livres no organismo humano 
(FERREIRA & ABREU, 2007). 
 
Para controlar os níveis de espécies oxidativas os organismos aeróbios necessitam de 
ter sistemas de defesas antioxidantes. Estes sistemas incluem antioxidantes produzidos no 
corpo (antioxidantes endógenos) e antioxidantes obtidos a partir da dieta (antioxidantes exóge-
nos). Os antioxidantes endógenos incluem as defesas enzimáticas, com as enzimas superóxi-
do dismutase, glutationa peroxidase ou catalase. Os antioxidantes fornecidos pela dieta 
incluem, entre outros, vitaminas, essencialmente as vitaminas C e E, β-caroteno, licopeno e 
flavonóides (CÉSPEDES & SÁNCHEZ, 2000). 
As espécies reactivas de oxigénio (ROS) incluem espécies radicalares, como o radical 
anião superóxido (O22-•) ou o radical hidroxilo (OH•), e espécies não radicalares como, por 
exemplo, o peróxido de hidrogénio (H2O2) ou o oxigénio singleto. Assim, nem todas as ROS 
são radicais de oxigénio (HALIWELL & CHIRICO, 1993; SORG, 2004; BUONCORE et al., 
2010). 
O radical anião superóxido é considerada uma ROS primária, uma vez que ao reagir 




ser um factor tanto oxidante como redutor, isto é, através da reacção de redução é produzido 
oxigénio molecular enquanto que pela reacção de oxidação ocorre a formação do peróxido de 
hidrogénio (BUONCORE et al., 2010). 
Nas células dos mamíferos a cadeia respiratória mitocondrial e a oxidação do hemo, que 
ocorre durante a ligação do oxigénio ao Fe(II) do hemo da desoxihemoglobina, constituem as 
duas principais vias de formação deste radical (BUONCORE et al., 2010). O radical anião 
superóxido pode, igualmente, formar-se no decurso da actividade de outras enzimas, como, 
por exemplo, a xantina oxidase, as aldeído oxidase, os citocromos P450, ou a fosfato de dinu-
cleotideo de adenina e nicotinamida (NADPH)-oxidase em neutrófilos e macrófagos activados 
durante o processo inflamatório  (PARKINSON, 1996; SORG, 2004; BUONCORE et al., 2010), 
podendo ainda formar-se a partir do oxigénio molecular por acção de radiação ultravioleta ou 
ionizante (VALKO et al., 2007). 
O radical hidroxilo possui uma reactividade extremamente elevada, podendo danificar 
quase todas as moléculas presentes no corpo, sendo, deste modo, considerado um dos radi-
cais mais perigosos (FESTY, 2007). Este radical pode formar-se a partir do radical anião supe-
róxido e do peróxido de hidrogénio através das reacções de Fenton e de Haber-Weiss (VALKO 
et al., 2007) (Figura 1.5). 
 
 
Fe2+ + H2O2                  Fe3+ + OH• + OH-  (Reacção de Fenton) 
H2O2 +  O22-•                         O2 + OH• + OH-  (Reacção de Haber-Weiss) 
Figura 1.5 Reacções de Fenton e de Haber-Weiss (VALKO et al., 2007). 
 
Para além do Fe2+ outros iões metálicos, como o Cu+, Ti3+ ou o Co2+, podem reagir com 
o peróxido de hidrogénio levando ao aparecimento do radical hidroxilo. Contudo a reacção de 
Fenton ocorre em maior escala quando o metal de transição é o ferro (BUONCORE et al., 
2010). Desta forma, a formação do radical hidroxilo in vivo está dependente da presença de 
Fe2+ livre e, portanto pode ser maior em portadores de condições fisiológicas que contribuam 
para uma maior disponibilidade deste ião, como é o caso dos doentes com hemocromatose ou 
β-talassémia (VALKO et al., 2007). O radical hidroxilo pode ainda ser gerado através de uma 
série de outros mecanismos que incluem a decomposição da água através da radiação ionizan-
te ou a decomposição fotolítica de alquilhidroxiperóxidos (BUONCORE et al., 2010). 
Outro radical de oxigénio com elevada relevância fisiológica é o radical peroxilo (ROO•). 




radical. Além disso, a decomposição de peróxidos que pode ocorrer, quer por aquecimento, 
quer por catálise mediada por iões de metais de transição pode gerar a formação deste radical 
(HALLIWELL et al., 1995). 
O oxigénio molecular tem uma configuração electrónica única e é por si só um radical liv-
re, uma vez que tem dois electrões desemparelhados. Contudo, devido às direcções paralelas 
de spin dos electrões desemparelhados, a sua reatividade é muito baixa. No entanto, a inver-
são de spin de um dos seus dois electrões desemparelhados, que pode ocorrer através de um 
input de energia, pode aumentar a reatividade desta molécula. Neste processo forma-se o oxi-
génio singleto, que é altamente reativo, podendo oxidar directamente proteínas, lípidos ou o 
DNA (BUONCORE et al., 2010). 
O peróxido de hidrogénio pode surgir in vivo como resultado da dismutação do radical 
anião superóxido, por acção da enzima superóxido dismutase, ou por acção de outras enzi-
mas, como, por exemplo, os citocromos P450 (HALLIWELL et al., 1995; PARKINSON, 1996). 
Também na actividade oxidativa dos peroxissomas se formam quantidades significativas deste 
composto (VALKO et al., 2007). O peróxido de hidrogénio pode atravessar as membranas bio-
lógicas e embora possa causar danos de forma directa, através da sua capacidade oxidante, 
exerce-os principalmente de forma indirecta quando serve como fonte de outras espécies reac-
tivas de oxigénio ainda mais deletérias, como é o caso do radical hidroxilo (HALLIWELL et al., 
1995). 
Para além de poderem ser produzidas no decurso dos processos metabólicos aeróbios 
as ROS podem ser produzidas a partir de fontes exógenas, com a exposição à radiação ioni-
zante e não ionizante e a determinados contaminantes ambientais ou fármacos (PARKINSON, 
1996; KOHEN & NYSKA, 2002; KLAUNIG et al., 2001). A infecção por agentes patogénicos, 
tais como, bactérias ou vírus, pode, igualmente, resultar na produção de uma grande variedade 
de ROS através da liberação directa pelos invasores ou como resposta endógena induzida por 
fagócitos e neutrófilos (KLAUNIG  et al., 2001). Uma outra importante fonte de agentes oxidan-
tes é a alimentação, uma vez que pode constituir um veículo de diferentes tipos de compostos 
oxidantes tais como peróxidos, aldeídos, ácidos gordos oxidados e metais de transição 
(KOHEN & NYSKA, 2002).  
1.2.3. Sistemas de defesa Antioxidante. 
A produção contínua de radicais livres durante os processos metabólicos levou ao de-
senvolvimento de muitos mecanismos de defesa antioxidante para limitar os níveis intracelula-
res e impedir a indução de danos. Essas defesas podem dividir-se em dois grandes grupos: os 





Tabela 1.1. Exemplos de agentes de defesa antioxidante (adaptado de SIES, 1993). 
Exemplos de antioxidantes não enzimáticos Enzimas antioxidantes 
α-Tocoferol (vitamina E) Superóxido dismutase 
β-Caroteno Catalase 
Ácido ascórbico (vitamina C) Glutationa peroxidase 
Polifenóis NADPH-Quinona oxidoredutase 






Os antioxidantes enzimáticos são responsáveis pela defesa primária do organismo con-
tra as ROS, impedindo a sua formação e interacção com alvos celulares. Estas enzimas permi-
tem manter níveis celulares baixos do radical anião superóxido e do peróxido de hidrogénio 
evitando assim a formação do radical hidroxilo. O sistema de defesa antioxidante enzimático é 
constituído por várias enzimas, sendo as principais a superóxido dismutase (SOD), a catalase 
(CAT) e a glutationa peroxidase (GPx) (MATSUMOTO, 2008). 
A SOD é essencial na defesa do organismo contra as ROS, na medida em que constitui 
a primeira etapa da defesa enzimática celular, controlando os níveis de O2●-. A SOD é assim 
responsável por converter este radical em H2O2 e O2 (FERREIRA & ABREU, 2007; AL-
GUBORY et al., 2010). 
A CAT é uma hemoproteína localizada essencialmente nos peroxissomas, apesar de 
também estar vestigialmente presente na mitocôndria e no retículo endoplasmático. Esta enzi-
ma é responsável pela conversão do H2O2 em O2 e água (SERAFINI, 2006; LIMÓN-PACHECO 
& GONSEBATT, 2009). 
A GPx pertence a uma família de enzimas que se divide em dois grupos: enzimas de-
pendentes de selénio e enzimas independentes de selénio; sendo esta classificada como de-
pendente de selénio. Esta enzima é responsável pela redução do H2O2, bem como pela oxida-
ção de outros hidroperóxidos, tais como, os hidroperóxidos lipídicos (ROOH), mediante a con-
versão da glutationa reduzida (GSH) em glutationa oxidada (GSSG) (SERAFINI, 2006; LIMÓN-









ROOH + 2GSH → ROH + GSSG + H2O 
Figura 1.6. Esquema da reação mediada pela glutationa peroxidase 
 
A glutationa redutase (GSR) é uma enzima antioxidante que catalisa a redução da 
GSSG a GSH, utilizando o fosfato de dinucleotideo de adenina e nicotinamida na forma reduzi-
da (NADPH) como agente redutor. Deste modo, a GSR é essencial ao ciclo de redução da glu-
tationa, mantendo-a em níveis adequados à manutenção do estado reduzido das células (AL-
GUBORY et al., 2010). Por sua vez, o NADPH é essencial para a actividade da GSR e para 
outras funções celulares importantes, sendo regenerado por acção da glucose-6-fosfato desi-
drogenase (G6PD) na via metabólica das pentoses fosfato (AL-GUBORY et al., 2010). 
Os antioxidantes não enzimáticos atuam em diferentes níveis na proteção dos organis-
mos. Assim, o primeiro mecanismo de defesa contra os radicais livres é impedir a sua forma-
ção, principalmente pela inibição das reações em cadeia com o ferro e o cobre. Os antioxidan-
tes são capazes de interceptar os radicais livres gerados pelo metabolismo celular ou por fon-
tes exógenas, impedindo o ataque sobre os lípidos, os aminoácidos das proteínas, a dupla liga-
ção dos ácidos gordos poliinsaturados e as bases do DNA, evitando a formação de lesões e 
perda da integridade celular (BIANCHI & ANTUNES, 1999). 
Os antioxidantes não enzimáticos provêm maioritariamente da alimentação, sendo que 
as frutas e os vegetais são a sua principal fonte. Estes antioxidantes são essencialmente vita-
minas, oligoelementos e polifenóis (MATSUMOTO, 2008; AL-GUBORY et al., 2010). As vitami-
nas são essenciais ao organismo pois eliminam directamente as ROS. As principais vitaminas 
com acção antioxidante são a vitamina E, a vitamina C e o β-caroteno ou provitamina A. 
A vitamina E é composta por quatro homólogos lipossolúveis; α-, β-, γ- e δ-tocoferóis. O 
homólogo mais activo e predominante é o α-tocoferol, sendo responsável pela protecção da 
membrana celular da oxidação por parte das ROS e radicais lipídicos, produzidos na peroxida-
ção lipídica. Esta vitamina está presente nas membranas celulares e nas lipoproteínas, bem 
como no fígado, rins e tecido adiposo e é o antioxidante lipossolúvel mais abundante 
(SERAFINI, 2006; LIMÓN-PACHECO & GONSEBATT, 2009). 
A vitamina C, ou ácido ascórbico, é uma vitamina antioxidante hidrossolúvel. Esta vita-
mina, para além de estar envolvida na desactivação directa de ROS, está, igualmente, envolvi-




sam continuar a exercer as suas funções antioxidantes (MATSUMOTO, 2008; LIMÓN-
PACHECO & GONSEBATT, 2009). 
Os carotenóides são pigmentos lipossolúveis presentes em alimentos de origem vegetal, 
sendo responsáveis pelas suas colorações amarela, laranja e vermelha. Os carotenóides apre-
sentam uma cadeia de carbono com ligações duplas, que os tornam compostos com potencial 
antioxidante, uma vez que as suas moléculas são capazes de receber electrões de espécies 
reactivas, neutralizando-as. Os principais carotenóides são o β-caroteno, luteina, α-caroteno, 
zeaxantina, criptoxantina e licopeno. O β-caroteno é o carotenóide mais abundante nos alimen-
tos, sendo percursor da vitamina A e um excelente quelante do oxigénio singleto (SERAFINI, 
2006; MATSUMOTO, 2008; AL-GUBORY et al., 2010). 
A glutationa (γ-glutamilcisteinilglicina) é um tripeptideo e constitui o principal antioxidante 
não enzimático celular. Além de ser um co-factor para actividade da GPx, no seu estado redu-
zido, a glutationa, pode desactivar ROS e outras moléculas instáveis, quer por acção directa, 
quer através da enzima a glutationa-S–transferase (GST) (AL-GUBORY et al., 2010). 
Os oligoelementos são muito importantes, uma vez que integram o centro activo das en-
zimas antioxidantes e actuam como co-factores na regulação destas mesmas enzimas, sendo 
assim considerados antioxidantes indirectos. Estes elementos apenas são necessários ao or-
ganismo em quantidades mínimas para um metabolismo, desenvolvimento e fisiologia normal. 
Os principais oligoelementos com acção antioxidante indirecta são o cobre, o zinco, o manga-
nésio e o selénio. Este último é particularmente importante, uma vez que protege os lípidos 
celulares de danos oxidativos (LIMÓN-PACHECO & GONSEBATT, 2009). 
 
1.2.3.1. Compostos Fenólicos 
 Os compostos fenólicos são metabolitos secundários de plantas e contribuem com a 
qualidade organoléptica dos alimentos em termos de cor, sabor e aroma (KARAKAYA, 2004). 
As principais fontes dietéticas de compostos fenólicos são os vegetais, mas também são 
encontrados em leguminosas, cereais, nozes, plantas medicinais e especiarias (GARCIA-
SALAS et al., 2010). Os polifenóis podem ser classificados em diversas categorias que incluem 
os flavonóides, ácidos fenólicos, estilbenos, cumarinas e taninos (FERREIRA & ABREU, 2007), 
sendo que os compostos fenólicos mais abundantes na dieta são ácidos fenólicos e flavonói-
des (Figuras 1.7 e 1.8).  
Os ácidos fenólicos podem ser classificados em duas classes: ácidos hidroxibenzóicos e 
hidroxicinâmicos e podem ser encontrados nas plantas nas formas de ácidos fenólicos livres, 
ésteres, glicosídeos e/ou complexos ligados. Por outro lado, os flavonóides são um grupo de 
compostos fenólicos com características e estruturas químicas diversas. Estes compostos 




humana. Os flavonóides podem estar contidos nos alimentos principalmente como glucósidos 
embora alguns sejam encontrados como agliconas (forma livre). As classes mais importantes 
de flavonóides são: flavonas, flavonóis, flavanonas, flavanóis (catequinas), antocianidinas e 
isoflavonas (WEICHSELBAUM & BUTTRISS, 2010). As isoflavonas ocorrem quase exclusiva-
mente em leguminosas, sendo a soja e produtos derivados da soja as fontes mais ricas desses 
compostos (LARKIN et al., 2008). As isoflavonas são encontradas como glicosídeos (daidzina, 




    Figura 1.7. Estruturas de ácidos fenólicos (adaptado de LAFAY & GIL-IZQUIERDO, 2008). 
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Figura 1.8. Principais estruturas de flavonóides (adaptado de KARAKAYA, 2004). 
 
 
Como antioxidantes que são, os polifenóis podem proteger as células contra os danos 
oxidativos e, portanto, limitar o risco de várias doenças degenerativas associadas ao stress 
oxidativo, como as doenças cardivasculares e o cancro (SERAFINI, 2006). Com efeito, estudos 
epidemiológicos mostraram que dietas ricas em compostos fenólicos podem inibir o desenvol-
vimento de doenças cardiovasculares e inflamatórias, bem como alguns tipos de cancro 
(SCALBERT & WILLIAMSON, 2000). Os polifenóis presentes nos alimentos podem ajudar a 
limitar esses danos através de vários mecanismos: sequestrando e inactivando os radicais 
livres, estimulando sistemas endógenos de defesa (indução de enzimas de destoxificação, 
como a GST, que irão reforçar a excreção de pró-oxidantes, indução de enzimas antioxidantes, 
inibição das enzimas responsáveis pela geração de ROS, como, por exemplo, os citocromos 
P450 ou as lipoxigenases, inibição da produção de radicais hidroxilo pelas reacções de Fenton 
e Haber-Weiss através da quelação de iões metálicos (FERGUSON, 2001). Estes compostos 
podem ainda proteger e/ou regenerar outros compostos dietéticos, como, por exemplo, a vita-
mina E (GARCIA-SALAS et al., 2010).  
As propriedades dos compostos fenólicos estão intimamente relacionadas com a sua 
estrutura e concentração. A sua estrutura determina as atividades antioxidantes e quelantes de 
metais. Além disso, quando presentes nos alimentos, os polifenóis podem agir como antioxi-
dantes e proteger os alimentos da deterioração oxidativa (KARAKAYA, 2004). As isoflavonas 
Flavonas Flavonóis 





possuem propriedades hormonais e não hormonais que contribuem para a sua actividade bio-
lógica. Entre os atributos hormonais de isoflavonas estão o risco reduzido de doença cardíaca, 
osteoporose e afrontamentos em mulheres na menopausa (MESSINA et al., 2004; NESTEL, 
2003). As propriedades não hormonais foram associadas à actividade quimiopreventiva de 
ambos tipos de cancro, dependentes de hormonas e independentes de hormonas (MESSINA 
et al., 2006; SARKAR & LI, 2003).  
Diversos destes flavonóides têm sido caracterizados como detentores de várias activida-
des biológicas relevantes, que incluem actividade antimicrobiana, anti-inflamatória, antialergé-
nica, antioxidante antiestrogénica e antiproliferativa (COOK & SAMMAN, 1996; HARBORNE & 
WILLIAMS, 2000; ROSS & KASUM, 2002). Os flavonóides em conjunto com outros antioxidan-
tes, incluindo as vitaminas C e E, são capazes de inibir a peroxidação lipídica, causada pelas 
ROS, nas membranas celulares. Ao contrário das vitaminas C e E que estão concentradas nas 
fases aquosa ou lipídicas, respectivamente, os flavonóides conseguem abranger ambas as 
fases devido às suas características de solubilidade (ROSS & KASUM, 2002). 
        A inibição da peroxidação lipídica é considerada uma das mais importantes reacções as-
sociadas à capacidade antioxidante dos flavonóides. Normalmente os antioxidantes designa-
dos como antioxidantes de quebra de reacção em cadeia inibem ou retardam as reacções em 
cadeia da peroxidação lipídica ao interferirem na propagação da reacção em cadeia. Os flavo-
nóides ao doar um átomo de hidrogénio ao ácido gordo ou ao radical ácido gordo, conseguem 
inibir a reacção na fase de iniciação (GALLEANO et al., 2010). 
A capacidade antioxidante dos ácidos fenólicos e dos seus derivados depende do núme-
ro e da posição dos grupos hidroxilo ligados ao anel aromático, do sítio de ligação e da posição 
relativa dos grupos ligados e do tipo de substituintes (RICE-EVANS et al., 1996). Conforme 
anteriormente referido, existem dois principais grupos dentro dos ácidos fenólicos: o grupo dos 
ácidos hidroxibenzóicos e o grupo dos ácidos hidroxicinâmicos, sendo estes últimos caracteri-
zados como detentores de maior capacidade antioxidante do que os primeiros, devido à pre-
sença do grupo CH2=CH-COOH que confere maior poder antioxidante que o grupo COOH pre-
sente nos ácidos hidroxibenzóicos. A presença de diferentes substituintes no esqueleto da 
estrutura fenólica tem também influência nas suas propriedades antioxidantes, em particular na 
sua capacidade de doação de átomos de hidrogénio (GÜLÇIN, 2012). 
 
1.3. Actividade Antimicrobiana 
Devido ao potencial antimicrobiano que apresentam, os extractos obtidos a partir de pro-
dutos vegetais têm sido apontados como alternativas promissoras aos conservantes sintéticos 




plantas serem ricas em uma variedade de compostos com atividade antimicrobiana tais como 
saponinas, taninos, alcalóides, alcenilfenóis, glicoalcalóides, flavonóides, sesquiterpenos, lac-
tonas, terpenóides, e ésteres de forbol (LEWIS & AUSUBEL, 2006; TAJKARIMI et al., 2010). 
Foram publicados numerosos estudos sobre as propriedades antimicrobianas de meta-
bolitos produzidos pelos produtos vegetais (BAJPAI et al., 2008; TAJKARIMI et al., 2010; 
TIWARI et al., 2009). Dentro destes, os polifenóis, particularmente os flavonóides, têm 
demonstrado possuir atividade antibacteriana contra uma gama de microrganismos patogéni-
cos (CUSHNIE & LAMB, 2005). Os óleos essenciais (OE) de especiarias e plantas aromáticas 
têm sido utilizados como conservantes de alimentos desde os tempos antigos (SHAN et al., 
2007). No entanto, nas últimas décadas há um interesse crescente em descobrir o efeito anti-
microbiano exato destes OE. Várias revisões concentraram-se em relatos recentes do efeito 
antimicrobiano de especiarias e plantas aromáticas ou seus óleos essenciais contra bactérias 
patogénicas transmitidas pelos alimentos (BURT, 2004; DAVIDSON, 2001; HAYEK et al., 2013; 
TAJKARIMI et al., 2010; TIWARI et al., 2009). 
 
1.3.1. Plantas aromáticas, especiarias e extratos vegetais como Antimi-
crobianos. 
As plantas aromáticas, especiarias e extratos vegetais são produtos GRAS que têm sido 
usados em alimentos devido ao sabor que lhes conferem e ao seu poder conservante (SHAN 
et al., 2007; TIWARI et al., 2009). Temperos como o cravinho, orégãos e alecrim são algumas 
das mais comuns especiarias e plantas com forte atividade antimicrobiana. Os óleos esenciais 
obtidos destas especiarias contêm vários compostos ativos com atividade antimicrobiana tais 
como como carvacrol (5-isopropil-2-metilfenol), cinamaldeído (3-fenilprop-2-enal), eugenol (4-
alil-2-metoxifenol), e cânfora (WEERAKKODY et al., 2010). As especiarias são ricas em com-
postos polifenólicos, flavonóides, terpenóides, e outros compostos voláteis como componentes 
antimicrobianos (GULLUCE et al., 2007). 
A Tabela 1.2 lista a actividade antimicrobiana de produtos vegetais selecionados contra 



















Ervas e especiarias 
Canela, cravinho, mos-
tarda, pimenta da 
Jamaica, Coentro, 
cominho, orégãos, ale-
crim, sálvia, gengibre, 
açafrão 
Salmonella, E. coli, S. 
aureus, Yersirnia ente-





(CEYLAN & FUNG, 
2004) (ZAIKA & 
KISSINGER, 1984) 
Sementes 
Sementes de uva car-
damomo, papoila, anis, 
e aipo 
L. monocytogenes, S. 
typhimurium, E. coli 
O157:H7, Campylobac-
ter jejuni. 
(CEYLAN & FUNG, 
2004) (PERUMALLA & 
HETTIARACHCHY, 




E. coli O157:H7, Sal-
monella 
(HAYEK & IBRAHIM, 
2012) (IBRAHIM, et al., 
2011) (PUUPPONEN-




E. coli O157:H7, S. 
typhimurium, Pseudo-
monas aeruginosa, S. 
aureus, Enterococcus 
faecalis, Bacillus subti-
lis, L. monocytogenes 
(MAU, et al., 2002) 
(CAREAGA, et al., 
2003) (AYAZ, et al., 
2008) (CORRÊA, et al., 
2014) 
 
 ZAIKA (1988) agrupou diferentes especiarias com base na atividade antimicrobiana. 
Este autor definiu assim três diferentes grupos: Especiarias com atividade antimicrobiana forte 
(canela, cravinho, mostarda); Média (pimenta da Jamaica, louro, alcaravia, coentro, cominho, 
orégãos, alecrim, sálvia, tomilho); ou fraca (pimenta preta, pimenta vermelha, gengibre). A 
canela, o cravo-da-índia e a mostarda têm atividade antimicrobiana contra Aspergillus spp., 
Aspergillus parasiticus, Salmonella enterica, Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Shigella 
sonnei e Shigella flexneri (LAI & ROY, 2004). O cominho, orégão, alecrim, sálvia e tomilho têm 
propriedades inibitórias contra S. enterica, L. monocytogenes, E. coli, Staphylococcus aureus e 
Bacillus cereus. O extrato de alho tem atividade antibacteriana contra todos os sorotipos de E. 
coli, sendo a E. coli enterohemorrágica (sorotipo O157) e a E. coli enterotoxigénica (sorotipo 




tos inibitórios contra uma vasta gama de microorganismos incluindo Salmonella typhimurium, 
S. aureus, B. cereus, Bacillus subtilis, Candida albicans, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella 
pneumonia (LAI & ROY, 2004). 
 
1.3.2. Mecanismos de ação de extratos de plantas aromáticas. 
O(s) mecanismo(s) exato(s) ou alvo(s) dos compostos antimicrobianos naturais são fre-
quentemente desconhecidos ou não  totalmente compreendidos. No entanto, diferentes modos 
de acção para diferentes grupos de agentes antimicrobianos foram revistos (DAVIDSON, 1997; 
GYAWALI & IBRAHIM, 2012; HOLLEY & PATEL, 2005). Assim, os compostos  com atividade 
antimicrobiana podem interferir com a integridade da membrana plasmática podendo causar o 
vazamento do conteúdo celular. Estes compostos podem também podem causar uma redução 
direta do pH devido ao aumento da concentração de protões, causando uma depressão do pH 
intracelular por ionização da molécula de ácido não dissociada, ou interrupção do transporte do 
substrato por alteração da permeabilidade da membrana celular (DAVIDSON, 1997; GONI et 
al., 2009). Os ácidos orgânicos presentes nas espécies vegetais também podem inibir a oxida-
ção do NADH, eliminando assim o fornecimento de agentes redutores aos sistemas de trans-
porte de eletrões (DAVIDSON, 1997; RICKE, 2003).  
Para além de poderem danificar a bicamada fosfolipídica da membrana celular, os com-
postos antimicrobianos das plantas podem interromper os sistemas enzimáticos celulares, 
comprometer o material genético de uma célula bacteriana ou formar hidroperóxidos de ácidos 
gordos por oxigenação de ácidos gordos insaturados (BURT, et al., 2007). A atividade antimi-
crobiana dos compostos fenólicos é em grande parte devida à capacidade desses compostos 
penetrarem na membrana celular de bactérias (DAVIDSON & NAIDU, 2000), causando danos 
na sua estrutura e permeabilidade, causarem alterações do pH intercelular, potencial de mem-
brana e síntese de trifosfato de adenosina (ATP) (SANCHEZ et al., 2010). Outra possibilidade 
é a capacidade dos compostos fenólicos conseguirem afectar a síntese do peptidoglicano, con-
tribuindo para a perda de rigidez da célula e alterando assim a sua forma. Diversos estudos 
têm identificado diferentes mecanismos através dos quais diversos compostos fenólicos podem 
exercer a sua atividade antimicrobiana. Estes mecanismos incluem a inibição da síntese de 
DNA, de RNA e ainda da síntese proteica e lipídica. (CUSHNIE & LAMB, 2005). 
Os compostos antimicrobianos das plantas podem agir de forma diferente para um grupo 
particular de microrganismos patogénicos alvo. Assim, o tipo de dano observado pode ser dife-
rente entre bactérias mesmo quando tratadas com a mesma substância antimicrobiana 





1.3.3. Caracterização de algumas espécies bacterianas utilizadas para dete-
tar atividade antimicrobiana 
 
A espécie bacteriana denominada Escherichia coli é um bastonete Gram-negativo, não 
esporulado, oxidase negativo, móvel por flagelos peritríquios ou não móvel, anaeróbia facultati-
va, capaz de fermentar a glucose e a lactose com produção de ácidos e gases, pertencente à 
família Enterobacteriaceae (ROBSON, 2002). A Escherichia coli é a espécie comensal predo-
minante no microbiota anaeróbico facultativodo trato intestinal dos humanos e dos animais de 
sangue quente (DRASAR & HILL, 1974). Algumas estirpes de E. coli são patogénicas para o 
Homem e podem ser transmitidas através dos alimentos. A presença de Escherichia coli nos 
alimentos em quantidades elevadas é utilizada para indicar a possibilidade de contaminação 
fecal e da presença de outros microrganismos enteropatogénicos (ROBSON, 2002). 
As estirpes de Pseudomonas aeruginosa apresentam uma característica coloração verde 
brilhante, devido à produção dos pigmentos piocianina, de cor azul, e pioverdina, de cor amare-
lo fluorescente, os quais em conjunto dão esta coloração (FERREIRA & E.R.P., 2010). Esta 
bactéria é um bacilo muito versátil, Gram-negativo, oxidase positivo e pode crescer a tempera-
turas acima dos 42 °C. A Pseudomona aeruginosa é um habitante comum das águas, solo e 
plantas. Nos hospitais pode ser encontrado em ventiladores, humidificadores, chuveiros, pisci-
nas de hidroterapia e, ocasionalmente, nas mãos dos profissionais de saúde (FERREIRA & 
E.R.P., 2010; KERR & SNELLING, 2009). Esta bactéria é um agente patogénico oportunista 
responsável por uma ampla gama de infecções, especialmente hospitalares (BERTHELO et al., 
2005), sendo intrinsecamente resistentes a muitas classes de antibióticos que não têm nenhu-
ma relação estrutural entre eles (STRATEVA & YORDANOV, 2009). 
Os membros do género Staphylococcus são cocos Gram-positivos, de 0,5-1,5 micróme-
tros de diâmetro, que estão microscopicamente isolados, em pares, tétradas ou formam agre-
gados irregulares. Estas bactérias são imóveis, anaeróbios facultativos, não formam esporos, 
geralmente são não capsuladas ou com limitada formação de cápsula. Os S. aureus são um 
agente etiológico de amplo espectro em infecções de origem comunitária (TODAR, 2008). 
Algumas das bactérias desta família costumam viver em contacto íntimo com o homem, numa 
relação de mutualismo, encontrando-se, frequentemente, em regiões da pele e nas áreas mais 
próximas dos orifícios naturais do corpo, estimando-se que cerca de 40% dos indivíduos sau-
dáveis sejam portadores de S. aureus na nasofaringe, (Ferreira & Sousa, 2000). Quando esta 
bactéria encontra condições propícias, pode produzir toxinas, mais especificamente, enteroto-
xinas, que são o agente causador da intoxicação alimentar. Geralmente, a intoxicação é origi-
nada pela ingestão dessas toxinas, em alimentos contaminados, pela mesma, resultando em 




Os Staphylococcus aureus resistentes à meticilina são resistentes a todos os antimicro-
bianos beta-lactâmicos (LOWY, 1998). Os antimicrobianos beta-lactâmicos ligam-se a proteí-
nas que participam da síntese da parede celular, chamadas PBPs (proteínas ligadoras de peni-
cilina), impedindo a formação da parede celular e resultando em lise bacteriana. O mecanismo 
de resistência à meticilina está relacionado ao desenvolvimento de uma PBP adicional, a 
PBP2a, que é plenamente funcional, mas não tem afinidade por antimicrobianos beta-
lactâmicos. A codificação dessas novas PBPs, tornando esses microrganismos resistentes à 
oxacilina, está relacionada à aquisição do gene mecA, o qual faz parte de um elemento genéti-
co móvel detectado em isolados de (CHAMBERS, 1997). 
Dentro dos Staphylococcus coagulase–negativos (SCN) o S. epidermidis é a espécie 
mais frequentemente responsável pela infecção. Estes organismos estão entre as bactérias 
mais prevalentes da pele humana e da microflora da mucosa (O'GARA & HUMPHREYS, 
2001). 
Os Enterococcus são microorganismos cocos Gram-positivos que podem estar presen-
tes como células isoladas, aos pares ou em cadeias curtas. Os membros deste género são 
anaeróbios facultativos e catalase negativos. No entanto, as estirpes de E. facaelis são capa-
zes de produzir uma pseudocatalase quando são cultivadas num meio de cultura que contém 
sangue, portanto é possível observar uma fraca efervescência. Além disso, os Enterococcus 
são capazes de crescer em condições extremas: meios com NaCl de 6,5%, pH 9,6 e uma vasta 
gama de temperaturas que vão desde os 10°C até aos 45°C (a temperatura óptima de cresci-
mento é de 35°C) (FACKLAM & COLLINS, 1989). O reservatório natural destes microrganis-
mos é o trato gastrointestinal dos mamíferos, mas pode ser detectada no solo, água ou alimen-
tos (GIRÓN-GONZÁLEZ & PÉREZ-CANO, 2003). Os Enterococcus podem causar infecções 
do trato urinário, endocardite, meningite e infecções intra-abdominais (biliares ou peritoneal), 
sendo uma das principais causas de infecções nosocomiais (LAUPLAND et al., 2002). 
 
1.4. Bioacessibilidade e Biodisponibilidade 
Em farmacologia a bodisponibilidade refere-se à fracção de uma dose de medicamento a 
atingir a corrente sanguínea após a administração oral (SCHÜMANN et al., 1994). Do ponto de 
vista nutricional, a biodisponibilidade indica a eficiência com que os nutrientes que se encon-
tram num determinado alimentos ficam disponíveis para serem utilizados nas funções metabó-
licas. Assim, a bodisponibilidade depende da forma como decorrem os processos de digestão 




Diversos autores têm vindo a propor diferentes definições de biodisponibilidade de 
nutrientes que também se poderiam aplicar aos compostos bioativos, como, por exemplo, aos 
polifenóis.  
Assim, a biodisponibilidade pode ser definida como a eficácia pela qual os nutrientes, 
numa forma química particular, são libertados da matriz dos alimentos na presença dos outros 
componentes da dieta, são absorvidos na mucosa intestinal e transportados para as células e 
órgãos, onde finalmente podem cumprir a sua função biológica (SCHELMMER, 1995). A bio-
disponibilidade pode também ser definida como a fracção do nutriente que é solubilizada e 
finalmente absorvida a partir do trato gastrointestinal e que atinge a circulação sistémica 
(CAUSSY, 2003) ou como a quantidade de cada nutriente que fica disponível durante a diges-
tão gastrointestinal e é absorvida numa forma fisiologicamente útil (VAN CAMPEN & GLAHN, 
1999). 
A partir das definições acima expostas pode deduzir-se que o processo de biodisponibili-
dade é o resultado de três etapas (WATZKE, 1998): 
1. Disponibilidade química ou física dos elementos/nutrientes no trato gastrointestinal, isto 
é, a fracção do nutriente ingerido que fica disponível para subsequente absorção, tam-
bém chamada fracção bioacessível (RUBY et al., 1999). 
2. Absorção na mucosa intestinal e no estômago que pode envolver um processo de difu-
são passiva ou de transporte mediado por proteínas de membrana. 
3. Transformação do elemento, na sua forma biologicamente ativa ou inativa. 
São muitos os fatores que podem influenciar a biodisponibilidade dos compostos quími-
cos. Alguns desses fatores são fisiológicos ou intrínsecos ao organismo e outros são dietéticos 
ou extrínsecos, sendo que os efeitos desses fatores podem ser cumulativos, aumentando 
assim a complexidade das interações (FAIRWEATHER-TAIT, 1996). 
Os fatores intrínsecos incluem a variabilidade genética interindividual, idade ou etapa de 
desenvolvimento, estado fisiológico (gravidez, lactação, etc.), e nutricional, eventuais condições 
patológicas ou a composição da flora intestinal (microbioma intestinal). Os fatores extrínsecos 
incluem o aporte total pela dieta, a forma química em que o nutriente/elemento se encontra, a 
sua solubilidade e interacção com os outros componentes da dieta que são ingeridos em simul-
tâneo (BARBERÁ & FARRÉ, 1992). 
No caso dos polifenóis a sua biodisponibilidade é determinada pela sua estrutura quími-
ca, peso molecular, grau de polimerização, hidrofobicidade, solubilidade, pKa, glicosila-
ção/acilação, matriz onde está inserido, outros componentes da dieta, bem como os fatores 
biológicos como trânsito gástrico e intestinal, o pH do lúmen, a permeabilidade da membrana e 




bilidade deste grupo de compostos, assim como a presença nos alimentos de origem vegetal, 
de misturas complexas de compostos fenólicos dificultam os estudos da sua biodisponibilidade 
(BRAVO, 1998). 
 
1.4.1. Bioaccessibilidade de compostos bioativos dos alimentos. 
Os alimentos derivados de plantas são fontes ricas de compostos bioativos. No entanto, 
tão importante como quantificar a quantidade total com que um determinado composto bioativo 
se encontra num dado alimento é avaliar a quantidade desse composto bioativo que fica bioa-
cessível/biodisponivel quando o alimento é ingerido. Com efeito, a biodisponibilidade, definida 
como a fração do compostos bioativos que é digerida, absorvida e metabolizada através de 
vias normais, é um parâmetro essencial para determinar a quantidade de compostos ativos 
presentes nos alimentos que pode alcançar os locais relevantes do corpo em concentrações 
apropriadas e na forma ativa (REIN et al., 2013; WOOD, 2005). 
A fracção do composto bioativo libertada da matriz alimentar durante a digestão gastroin-
testinal e que fica solúvel no intestino para a absorção intestinal é normalmente conhecida 
como fração bioacessível (FERRUZZI, 2010). Assim, a digestão gastrointestinal é a primeira 
etapa essencial que permite uma melhor compreensão da atividade biológica dos compostos 
bioativos contidos nos alimentos. Os compostos bioativos devem estar dispersos (isto é em 
solução aquosa), numa forma coloidal, ou num sistema micelar (para compostos hidrofóbicos) 
para que sejam bioacessíveis (DUCHATEAU & KLAFFKE, 2008). A bioacessibilidade depende 
de vários fatores relacionados com os compostos bioativos e com a matriz dos alimentos em 


















Tabela 1.3. Fatores que afetam a bioacessibilidade dos compostos bioativos (adaptado 
de DUCHATEAU & KLAFFKE, 2008). 
 
Fatores relacionados com o composto bioativo  
Hidrofobicidade/solubilidade em água 
Peso molecular 
Forma química em que se encontra 
Doador/aceitador de protões 
 







1.4.2. Metodologias para avaliação da bioacessibilidade e biodispo-
nibilidade 
Diferentes metodologias, in vivo e in vitro, têm sido utilizadas para avaliar a biodisponibi-
lidade e a bioaccessibilidade de compostos bioativos a partir de alimentos, sendo que, todas 
estas metodologias, apresentaram vantagens e desvantagens. 
Em geral, a biodisponibilidade de substâncias bioativas é avaliada através de estudos in 
vivo com seres humanos ou animais. Embora estudos in vivo, de intervenção humana forne-
çam informações mais específicas sobre a biodisponibilidade de compostos, estes são mais 
dispendiosos e difíceis de executar que os ensaios com animais. No entanto, os ensaios com 
animais têm como principal desvantagem as diferenças no metabolismo entre animais e huma-
nos que podem dificultar a extrapolação dos resultados (WIENK et al., 1999). 
Como alternativa têm vindo a ser desenvolvidas metodologias in vitro que são uma abor-
dagem mais rápida dos que estudos in vivo e são considerados ferramentas simples, baratas e 
reprodutíveis para avaliar a bioaccessibilidade e a biodisponibilidade de diferentes constituintes 
alimentares (FAILLA & CHITCHUMROONCHOKCHAI, 2005). Uma dessas abordagens é a rea-
lização de uma simulação in vitro da digestão gastrointestinal. 
A simulação in vitro da digestão gastrointestinal é uma metodologia valiosa e útil para 
estimar os eventos pré-absorção como a estabilidade e a bioaccessibilidade de nutrientes e 
compostos bioativos dos alimentos. Por esta razão, vários métodos in vitro de digestão gas-
trointestinal têm sido desenvolvidos. A maioria destes estudos foi revista por (HUR et al., 2011). 
Esses autores pesquisaram mais de 80 modelos de digestão in vitro e relataram diferenças 
significativas no seu funcionamento: número e tipo de fases digestivas (isto é, boca, estômago, 




enzimas, sais, tampões, polímeros biológicos e componentes de superfície activa) e o tempo 
de incubação das amostras em cada etapa digestiva. O tempo de digestão, a concentração e a 
composição das enzimas deve ser ajustado de acordo com as características da amostra. 
Os alimentos são geralmente digeridos através de duas etapas in vitro: digestão gástrica 
e a digestão no intestino delgado (Figura 1.9) com a enzima pepsina e com uma mistura de 
enzimas pancreáticas (pancreatina) e bílis, respectivamente. Os passos iniciais da destruição 
dos alimentos são alcançados durante a digestão gástrica. As condições ácidas da digestão 
gástrica ajudam a quebrar a maioria das estruturas poliméricas e oligoméricas tais como pro-
teínas e carboidratos (WOOD, 2005).   
Durante a digestão intestinal ocorre um aumento significativo do pH, que altera a ativida-
de das enzimas gástricas (DUCHATEAU & KLAFFKE, 2008). O fluxo biliar e a liberação de en-
zimas pancreáticas reduzem a tensão superficial intragástrica e, assim, facilitam a emulsão dos 
lípidos em micelas misturadas (FENNEL-EVANS & WENNERSTRÖM, 1994; KALANTZI et al., 
2006). A análise da fracção micelar proporciona uma ferramenta experimental para a análise 
de compostos lipossolúveis tais como carotenóides (FERNÁNDEZ-GARCÍA et al., 2012). 
Somente lípidos incorporados em micelas podem ser absorvidos pelas células intestinais em 
quantidades significativas (TREVASKIS et al., 2008).  
  
 









2. Materiais e Métodos 
2.1. Reagentes, enzimas e meios de cultura  
Na realização do presente trabalho foram utilizados os seguintes reagentes, enzimas e 
meios de cultura; 2,2’-azino-bis(3,etilbenzotiazolina-6-ácido sulfónico (ABTS) (Applichem Pan-
reac), acetato de amónio (Fisher Scientific, 99,6%), ácido acético (Riedel–de Haën, 99,5%), 
ácido ascórbico (Fisher Chemical), ácido gálico (Alfa Aesar, 99%), ácido clorídrico (Panreac, 
37%), álcool etílico (Sigma-Aldrich, 99,8%). Azul de nitrotetrazólio (NBT) (Sigma-Aldrich, 98%), 
Bacteriological Agar Type E (Biokar diagnostics), bílis bovina desidratada (Fluka Analytical), 
carbonato de sódio (Applichem Panreac, 99,5%), (+)-catequina monohidratada (Aldrich, 96%), 
cloreto de alumínio (Panreac), cloreto de cobre (II) bihidratado (Riedel-de Haën, 99%), cloreto 
férrico hexahidratado (José Manuel Gomes dos Santos, LDA, 99%), cloreto de sódio (Panreac, 
99,5%), 2,2-difenil-1-pircrilhidrazil (DPPH●) (Aldrich), etanol (Sigma-Aldrich, 99,8%), fosfato de 
potássio dibásico (Merck, 99,5%), fosfato monopotássico (Panreac, 99%), hidróxido de sódio 
(José Manuel Gomes dos Santos, LDA, 98,5%), metossulfato de fenazina (PMS) (Sigma, 90%), 
Mueller Hinton Broth (BMH) (Biokar diagnostics), nitrito de sódio (Merck, 99%), (NADH) nico-
tiamida adenina dinucleotídeo (Amresco), neocuproína (Aldrich), pancreatina de pâncreas de 
porco (Sigma), pepsina de mucosa gástrica porcina (Sigma), persulfato de potássio, reagente 
de Folin (Merck), sulfato ferroso heptahidratado (Riedel-de Haën, 99%), trolox (Aldrich, 97%), 
2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina (TPTZ) (Fluka, 99%). Na preparação de todas as soluções, diluições 
e meios de cultura utilizou-se sempre água ultra-pura, captada a partir de um sistema de purifi-
cação Milli-Q (Millipore, Molsheim, França).  
 
2.2. Preparação das amostras de plantas aromáticas 
 
Na realização deste trabalho foram estudadas duas plantas aromáticas: orégãos e tomi-
lho limão. As amostras utilizadas foram adquiridas comercialmente numa superfície comercial.  
As plantas foram lavadas com água corrente e deixadas a secar ao abrigo da luz e à 
temperatura ambiente. Depois de secas retiraram-se as raízes, os talos e as folhas secas e as 













Figura 2.2. Aspeto do tomilho limão utilizado neste estudo. 
 
2.2.1. Preparação dos extratos em etanol 
Para os extratos etanólicos pesaram-se as plantas aromáticas (oregão e tomilho limão) e 
adicionou-se etanol 70% (p/v) numa proporção de 20 g de amostra para 100 mL de solvente. 
As amostras foram homogeneizadas num Ultra-turrax (T18, IKA), e deixadas com agitação em 
agitadores em placa por 24 horas, à temperatura a mbiente e ao abrigo da luz. Findo este tem-
po os extratos foram centrifugados durante 30 minutos, a 11000 g e a 4 ºC, o sobrenadante foi 
recolhido e distribuido em tubos eppendorf estereis (1,3 mL de extrato em cada tubo) sendo 
congelados até análise posterior. Estes extratos foram ceraterizados em relação ao teor em 
compostos fenólicos totais, flavonóides totais, atividade antooxidante (ensaios FRAP, 







2.2.2. Simulação in vitro da digestão gástrica 
Para simulação da digestão gástrica seguiu-se um procedimento baseado no descrito 
por GIÃO et al. (2012). Assim, a 10 g das plantas cortadas (oregão e tomilho limão) 
adicionaram-se 50 mL de água, tendo-se ajustado o pH a 2,0 com HCl 1 M. Estas misturas 
foram totalmente homogenizadas num Ultra-turrax (T18, IKA), teno-se posteriormente adicio-
nado 50 µL de solução de pepsina (25 mg/mL em HCI 0,1 M) por cada mililitro de amostra. As 
amostras foram então incubadas numa incubadora orbital (Innova 4000 – Incubator Shaker), 
durante duas horas, ao abrigo da luz, com uma agitação de 100 rpm e à temperatura de 37 ºC. 
No final da incubação as amostras foram centrifugadas (30 minutos a 11 000 g), tendo os 
sobrenadantes sido recolhidos, distribuidos em tubos eppendorf (1,3 mL de extrato em cada 
tubo) e armazenados a -20 ºC. Estes extratos foram ceraterizados em relação ao teor em com-
postos fenólicos totais, flavonóides totais, atividade antooxidante (ensaios FRAP, CUPRAC, 
DPPH, ABTS e sequestro do radical anião supeóxido) e atividade antimicrobiana. 
Paralelamente à digestão gástrica das amostras realizou-se um ensaio controlo (branco 
da digestão gástrica) em tudo idêntico ao procedimento anteriormente descrito mas em que 
não se adicionou nenhuma amostra.  
 
2.2.3. Simulação in vitro da digestão gastrointestinal 
Para a simulação da digestão gastrointestinal seguiu-se um procedimento baseado no 
descrito por GIÃO et al. (2012). As amostras foram preparadas conforme o descrito no ponto 
anterior para a preparação da digestão gástrica. Após a incubação com pepsina, acertou-se o 
pH das amostras a 6,0 recorrendo a uma solução de NaHCO3 1 M e adicionou-se 250 μL de 
uma solução mista de pancreatina e bílis bovina (2 mg/mL de pancreatina e 12 mg/mL de bílis 
em NaHCO3 0,1 M) por cada mililitro de amostra. As misturas foram novamente incubadas ao 
abrigo da luz, durante duas horas, com uma agitação de 45 rpm e à temperatura de 37 °C. Fin-
do este tempo as amostras foram centrifugadas (11 000 rpm, durante 30 minutos), aliquotadas 
em microtubos tipo Eppendorf (cerca de 1,3 mL de amostra por cada microtubo) e congeladas. 
Estes extratos foram ceraterizados em relação ao teor em compostos fenólicos totais, flavonói-
des totais, atividade antooxidante (ensaios FRAP, CUPRAC, DPPH, ABTS e sequestro do radi-
cal anião supeóxido) e atividade antimicrobiana. 
Paralelamente à digestão das amostras realizou-se um ensaio controlo (branco da diges-
tão gastrointestinal), em tudo idêntico ao procedimeto anteriormente descrito mas em que não 






2.3. Determinação dos fenóis totais - Método Folin-Ciocalteu  
O ensaio de Folin-Ciocalteu baseia-se na reação que ocorre entre os compostos fenóli-
cos da amostra e o reagente de Folin-Ciocalteu, a pH básico, e que resulta na formação de 
uma intensa coloração azul susceptível de ser determinada espectrofotometricamente a 765 
nm. O reagente de Folin-Ciocalteu contém uma mistura de tungstato de sódio e molibdato de 
sódio em ácido fosfórico e reage com os compostos fenólicos presentes na amostra. O ácido 
molibdotungnesteniofosfórico (formado pelos dois sais no meio ácido), de cor amarela, ao ser 
reduzido pelos compostos fenólicos, na forma de ião fenolato, origina um produto de coloração 
azul intensa, e essa intensidade é medida para avaliar o teor de polifenóis. A reacção é uma 
reacção redox, sendo que este ensaio também pode ser considerado como um método para 
medir a atividade antioxidante da amostra detetada através da sua atividade redutora. A oxida-
ção dos polifenóis presentes na amostra, provoca o aparecimento de uma coloração azul que 
tem um máximo de absorção a 765 nm e é quantificada por espectrofotometria com base numa 
reta padrão de ácido gálico (GARCIA MARTINEZ et al., 2015). Este método pode sofrer interfe-
rências de outros componentes da amostra que possam igualmente reagir com o reagente de 
Folin-Ciocalteu, tais como, açúcares, aminas aromáticas, dióxido de enxofre ou ácido ascórbico 
(PRIOR et al., 2005; SINGLETON et al., 1999). 
O procedimento de determinação de compostos fenólicos totais utilizado foi adaptado a 
partir de um método já publicado por KOŞAR et al. (2008) com algumas modificações. Assim, 
em tubos de ensaios, contendo cerca 3 950 µL de água ultra-pura, adicionou-se 50 µL da 
amostra ou das suas diluições e 250 µL de reagente de Folin-Ciocalteu. Deixou-se um minuto à 
temperatura ambiente e adicionaram-se 750 µL de uma solução de carbonato de sódio a 20% 
(peso/volume). As amostras foram então incubadas durante duas horas, a 25ºC e no escuro. 
Terminado este tempo foi possível observar o aparecimento de uma coloração azul. Procedeu-
se então à medição da absorvância das amostras num espectrofotómetro (SPEKOL 1500) a 
765 nm, contra um branco preparado da mesma forma mas substituindo a amostra por água.  
Todas as amostras foram analisadas em triplicado, tendo a concentração em fenóis sido 
determinada por interpolação de uma recta de calibração, preparada da forma já descrita mas 
substituindo as amostras por soluções de ácido gálico com concentrações entre os 50 e os 500 
mg/L. Os resultados obtidos foram expressos em mg de equivalentes de ácido gálico por litro 
de extrato. 
 
2.4. Quantificação dos Flavonóides Totais 
A quantificação de flavonóides totais foi efetuada utilizando o método de complexação 




co, ocorrer a formação de complexos estáveis entre o alumínio e os flavonóides que na pré-
sença de nitrito apresentam uma coloração rosa salmão que absorve a 510 nm (CRUZ 
GALLEGOS, 2012). 
O teor em flavonóides foi analisado de acordo com o método descrito por BARROS et al. 
(2010). Assim, em tubos de ensaio adicionaram-se as amostras (ou as suas diluições) e água 
ultra-pura até completar um volume de 2 mL. Em seguida adicionaram-se 150 µL de uma solu-
ção de NaNO2 (5% p/v), agitou-se no vortex e deixou-se seis minutos à temperatura ambiente. 
Adicionaram-se então 150 µL de uma solução de AlCl3 (10% p/v), agitou-se novamente no vor-
tex e deixou-se outros seis minutos à temperatura ambiente. Por último adicionaram-se 2 mL 
de NaOH (4% p/v) e incubaram-se todos os tubos no escuro durante 15 minutos. Terminado 
este tempo foi possível observar o aparecimento de uma coloração rosa salmão. Procedeu-se 
então à medição da absorvância das amostras num espectrofotómetro (SPEKOL 1500) a 510 
nm, contra um branco preparado da mesma forma mas substituindo a amostra por água.  
Todas as amostras foram analisadas em triplicado, tendo a concentração em flavonóides 
totais sido determinada por interpolação de uma recta de calibração, preparada da forma já 
descrita mas substituindo as amostras por soluções de catequina com concentrações entre os 
1 mM e os 0,015625 mM. Os resultados obtidos foram expressos em mg de equivalentes de 
catequina por litro de extrato. 
 
2.5. Determinação da actividade antioxidante  
2.5.1. Determinação da actividade de redução do Fe(III) a Fe(II) pelo 
ensaio FRAP 
O ensaio FRAP (Ferric Reduction Antioxidant Power) determina a capacidade antioxi-
dante da amostra através da determinação do seu poder redutor Neste ensaio é avaliada a 
capacidade da amostra para reduzir o Fe(III) a Fe(II). Quando o Fe(III) do complexo de Fe(III)-
tripiriditriazina (Fe3+-TPTZ) é reduzido a Fe(II) forma-se, em meio ácido, de forma a manter a 
solubilidade do ferro, uma intensa coloração azul suscetível de ser quantificada espectrofoto-






Figura 2.3. Formação do complexo (Fe2+-TPTZ) após redução do Fe3+ por um antioxidante 
(adaptado de PRIOR et al., 2005). 
 
Este método, embora rápido, simples e robusto, apresenta algumas limitações como o 
facto de qualquer composto que possua potencial redox superior ao do par Fe(III)/Fe(II) ser 
capaz de reduzir o complexo férrico, mesmo que não possua atividade antioxidante. Por outro 
lado, este método não permite detetar antioxidantes cujo mecanismo de ação seja exclusiva-
mente a transferência de átomos de hidrogénio (MAGALHÃES, 2008). A existência na amostra 
de compostos que absorvam no mesmo comprimento de onda pode interferir na determinação, 
causando medições incorretas no valor FRAP (SUBTIL et al., 2009). 
Para a realização do ensaio FRAP seguiu-se o método descrito por BENZIE & STRAIN 
(1996) com as modificações de RAMFUL et al. (2010). Assim, num tubo de ensaio adicionou-se 
100 (ou 100-x) µL de cada uma das amostras ou de suas diluições, com 300 (ou 300+x) µL de 
água e 3 mL de reagente FRAP (Tabela 2.1). 
 
Tabela 2.1 Composição do reagente FRAP (RAMFUL et al., 2010). 
Reagentes Quantidade 
Tampão acetato 0,25 M pH 3,6 25 mL 
TPTZ 10 Mm em HCl 40 Mm  2,5 mL 
       FeCl3.6H2O 20 Mm 2,5 mL 
 
Os tubos foram incubados quatro minutos a 37ºC. Durante esta incubação foi possível 
visualizar o aparecimento de uma coloração azul, cuja intensidade variava entre as várias 
amostras, e que foi quantificada por leitura da absorvância a 593 nm num espectrofotómetro 




As amostras foram analisadas em triplicado, tendo a actividade antioxidante sido deter-
minada por interpolação de uma recta de calibração, preparada da forma já descrita mas subs-
tituindo as amostras por soluções de sulfato ferroso com concentrações entre os 0 e os 1,25 
mM. Os resultados foram expressos em mmol de Fe2+/litro de extrato. 
 
2.5.2. Determinação da redução do Cu(II) pelo ensaio CUPRAC. 
O método CUPRAC (Cupric Ion Reducing Antioxidant Capacity) consiste na redução do 
Cu(II) para Cu(I) por acção de antioxidantes redutores presentes numa amostra. A forma redu-
zida do complexo Cu-neocuproína (Cu(I)-neocuproína) apresenta uma coloração intensa com 
um máximo de absorção a 450 nm. Assim, a redução da forma oxidada deste complexo (Cu(II)-
neocuproína) pelos compostos da amostra pode ser determinada espectrofotometricamente 
através da leitura da absorvância a 450 nm (Figura 2.4) (APAK et al., 2004). 
O complexo Cu(II)-neocuproína é estável e responde tanto a antioxidantes hidrofílicos 
como lipofílicos (BEKTAŞOĞLU et al., 2006). Os protões libertados na reação entre os polife-
nóis e este complexo, são tamponados por uma solução de acetato de amónio (APAK et al., 
2004). Embora os iões Cu2+ estejam estequiometricamente em excesso em relação à neocu-
proína, o agente oxidante é o complexo Cu(II)-neocuproína e não o ião Cu2+, uma vez que o 
potencial padrão de redução do par Cu(II/I)-neocuproína (0,60 V) é muito superior ao do par 
Cu2+/Cu+ (0,17 V). Em resultado, os polifenóis são oxidados muito mais rapidamente e eficien-
temente com complexo do que com Cu2+, e a quantidade do complexo Cu(I)–neocuproína que 




Figura 2.4. Redução do complexo Cu(II)–neocuproína a Cu(I)–neocuproína, por ação dos antioxi-





A realização do ensaio CUPRAC foi efetuada de acordo com o método descrito por 
(APAK et al., 2004) com algumas adaptações. Assim, num tubo de ensaio juntou-se 1 mL de 
cada uma das seguintes soluções: cloreto de cobre (II) bihidratado 10 mM, acetato de amónio 1 
M, neocuproína 7,5 mM em etanol 96%. Em seguida, adicionou-se a amostra ou suas diluições 
(volumes entre 50 e 100 µL), e completou-se a 4100 µL com água. Os tubos foram incubados 
durante uma hora à temperatura ambiente, procedendo-se então à leitura da absorvância 
(espectrofotómetro SPEKOL 1500) a 450 nm, utilizando como branco a mesma mistura com 
1,1 mL de água em vez da amostra. As amostras foram analisadas em triplicado tendo a ativi-
dade antioxidante sido determinada por interpolação de uma reta de calibração, preparada da 
forma já descrita mas substituindo as amostras por 1,1 mL das soluções padrão de ácido 
ascórbico, com concentrações entre os 0 e os 250 µM. Os resultados foram expressos em 
µmol equivalentes de ácido ascórbico/litro de extrato. 
2.5.3. Avaliação da capacidade antioxidante através do ensaio de 
sequestro do radical DPPH• 
Neste ensaio, é avaliada a capacidade de um potencial antioxidante para neutralizar um 
radical (ANTOLOVICH et al., 2002). O radical 2,2-difenil-1-pircrilhidrazilo (DPPH•) tem uma cor 
púrpura apresentando um máximo de absorção a 517 nm. Ao aceitar um átomo de hidrogénio 
de um antioxidante, ou ao ser reduzido, o radical vai desaparecendo, dando lugar à hidrazina 
correspondente, passando a cor de púrpura para amarelo. Desta forma, a actividade antioxi-
dante pode ser determinada através da avaliação da diminuição da absorção do DPPH• a 517 
nm (FOTI et al., 2004; MAGALHÃES et al., 2008; MATSUKAWA et al., 1997; MICELLI et al., 









Figura 2.5 - Reação de desativação do radical DPPH• (MOON & SHIBAMOTO, 2009). 
 
O DPPH é um radical azotado de vida longa, que não está relacionado com os radicais 





reagem rapidamente com os radicais peroxilo podem reagir lentamente ou, ainda mais, podem 
ser inertes face ao DPPH (HAUNG et al., 2005). Apesar desta desvantagem, o ensaio do 
DPPH ainda é uma técnica amplamente utilizada devido à sua simplicidade e a vantagem de 
utilizar um radical livre estável e disponível comercialmente. Esta técnica é altamente reprodu-
tível e comparável com outros métodos tais como o ABTS, a redução do anião superóxido e a 
inibição da peroxidação lipídica (VILLAÑO et al., 2007). 
A capacidade antioxidante através do ensaio do DPPH foi analisada de acordo com o 
método adaptado por MICELLI et al. ( 2009). Assim em tubos de ensaio, misturaram-se 500 μL 
de cada uma das amostras, ou de suas diluições, com 3 mL de uma solução de DPPH• (24 
mg/L em etanol). As diversas misturas foram agitadas, tendo-se medido a absorvância a 517 
nm (espectrofotómetro SPEKOL 1500) após 30 minutos de incubação no escuro e à temperatu-
ra ambiente. Todas as amostras foram analisadas em triplicado, tendo para cada amostra sido 
determinada a percentagem de sequestro através da equação:  
 
%Inibição = [(Absorvância sem amostra - Absorvância com amostra)/(Absorvância sem amostra)] x 100 
 
A capacidade de sequestro do radical DPPH• das amostras determinada por interpola-
ção de uma reta de calibração, preparada da forma já descrita mas substituindo as amostras 
por soluções de ácido ascórbico com concentrações entre os 0,14 mg/mL e os 0,004375 
mg/mL. Os resultados obtidos foram expressos em mg de equivalentes de ácido ascórbico/litro 
de extrato. 
 
2.5.4. Capacidade antioxidante Trolox equivalente (TEAC) - ABTS. 
Este ensaio mede a capacidade dos antioxidantes em estudo para sequestrar o radical 
catião 2,2’-azino-bis(3,etilbenzotiazolina-6-ácido sulfónico) (ABTS•+) quando comparados com 
uma quantidade determinada do antioxidante sintético Trolox (análogo hidrossolúvel da vitami-









A adição de antioxidantes reduz a concentração do radical verde/azulado ABTS•+ numa 
extensão que é dependente da capacidade e da concentração do antioxidante, bem como, do 
tempo de reacção. Desta forma, a determinação da percentagem de inibição do ABTS•+ para 
um determinando antioxidante, avaliada pela diminuição da intensidade da cor, é calculada em 
função da concentração e do tempo e comparada com a capacidade de inibição do Trolox 
exactamente nas mesmas condições. 
Na presença de antioxidantes doadores de hidrogénio, pode medir-se a diminuição da 
formação deste radical por espectrofotometria. Este radical reage de forma enérgica com os 
compostos doadores de hidrogénio, como os compostos fenólicos, sendo convertido numa 
forma não colorida de ABTS•+ (BORGES et al., 2011). Como vantagem tem a sua relativa sim-
plicidade, que permite a sua aplicação na rotina de qualquer laboratório. Divergências nos 
resultados podem ser atribuídas a fatores limitantes como a diferença no tempo de incubação 
ou na estratégia de obtenção do radical ABTS•+ (BORGES et al., 2011). 
A realização do ensaio ABTS foi efetuada de acordo com o método descrito por RE et al. 
(1999) com algumas adaptações. A solução do radical catião ABTS•+ foi obtida juntando igual 
volume de uma solução de ABTS 7 mM e de persulfato de potássio 4,9 mM. Esta solução foi 
incubada no escuro e à temperatura ambiente, durante 16 horas. Para determinar a capacida-
de de sequestro do radical ABTS, adicionou-se, num tubo de ensaio, a amostra ou suas dilui-
ções e completou-se o volume até 600 µL com etanol. Em seguida, juntaram-se 3 500 µL da 
solução diluída de ABTS•+ a cada um dos tubos e agitou-se vigorosamente. As misturas foram 
incubadss durante seis minutos à temperatura ambiente, procedendo-se então à leitura da 
absorvância (espectrofotómetro SPEKOL 1500) a 734 nm, utilizando um branco preparado da 
mesma forma mas substituindo a amostra por etanol. 
Todas as amostras foram analisadas em triplicado, tendo a percentagem de inibição cal-
culada através da seguinte expressão:  
%Inibição = [(Absorvância sem amostra - Absorvância com amostra)/(Absorvância sem amostra)] x 100 
 A capacidade de sequestro do radical ABTS das amostras foi determinada por interpo-
lação de uma reta de calibração, preparada da forma já descrita mas substituindo as amostras 
por soluções de Trolox com concentrações entre os 0 e os160 µM. Os resultados obtidos foram 
expressos em µmol equivalentes de Trolox/litro de extrato.  
 
2.5.5. Determinação da actividade antioxidante por sequestro do radical 
anião superóxido. 
O radical anião superóxido (O2●-), à temperatura ambiente, reduz o azul de nitrotetrazólio 




pelo aparecimento de uma coloração púrpura que apresenta um máximo de absorção a 560 
nm (VALENTÃO et al., 2001; GÜLÇIN, 2006; MAGALHÃES et al., 2008; ALVES et al., 2010). 
Desta forma, se à mistura de reação se adicionar um composto com capacidade para captar o 
O2●- , passam a existir, no meio reacional, dois compostos a competir pelo radical anião supe-
róxido, o que se traduz por uma diminuição da extensão da redução do NBT2+, com uma con-
sequente diminuição da taxa de aumento da absorvância a 560 nm (VALENTÃO et al., 2001; 
MAGALHÃES et al., 2008). 
 
 
Figura 2.7. Redução do NBT2+ (A) pelo radical anião superóxido, dando origem ao azul de forma-
zano (B), que pode ser doseado espectrofotometricamente a 560 nm. 
 
Em condições aeróbias, o radical anião superóxido pode ser gerado utilizando o sistema 
metossulfato de fenazina (PMS)/NADH em que, o PMS após ser reduzido pelo NADH, reage 
com o oxigénio produzindo o radical anião superóxido (Figura 2.8) (NAKAMURA et al., 1992). 
Tendo em conta que o radical anião superóxido resulta da redução do oxigénio molecular e 
pode surgir no decurso de diversos processos metabólicos, uma das vantagens deste ensaio é 
a de se utilizar um oxidante com relevância fisiológica (MAGALHÃES et al., 2008). 
 
 
Figura 2.8. Formação do radical anião superóxido através do sistema PMS/NADH (NAKAMURA, 
et al., 1992). 
 
A capacidade das amostras para sequestrar o radical anião superóxido foi avaliada de 
acordo com o método descrito por ROYER et al. (2011). Num tubo de ensaio adicionou-se a 1 




µM e, por último, para iniciar a reação adicionou-se 100 µL de PMS 60 µM. As amostras foram 
então incubadas em estufa a 30 ºC, durante 15 minutos tendo no final a absorvância (espectro-
fotómetro SPEKOL 1500) sido medida a 560 nm. As amostras foram analisadas em triplicado, 
tendo a atividade antioxidante sido determinada por interpolação de uma reta de calibração, 
preparada da forma descrita para as amostras mas substituindo a amostra por soluções de 
ácido gálico, tendo a reta sido efetuada com concentrações entre o 0 e os 73 µM  
Todas as amostras foram analisadas em triplicado tendo a percentagem de inibição da 
formação do azul de formazano sido avaliada através da expressão: 
%Inibição = [(Absorvância sem amostra - Absorvância com amostra)/(Absorvância sem amostra)] x 100 
Os resultados foram expressos em μmol equivalente de ácido gálico por litro de extrato. 
 
2.6. Determinação da actividade antimicrobiana pelo método de difu-
são em agar 
O método de difusão em ágar baseia-se no (Método de Kirby-Bauer originalmente des-
crito por Bauer et al. Este método de difusão em disco ou em poço foi padronizado e é actual-
mente recomendado pelo Subcomitê de Ensaios de Susceptibilidade de NCCLS, dos Estados 
Unidos da América. O fundamento desta determinação é estabelecer o efeito de um conjunto 
de substâncias, testadas individualmente, em estirpes bacterianas isoladas (Comite¨ 
l'Antibiogramme de la Societe¨ Franc, 1996; National Committee for Clinical Laboratory 
Standards, 1997). O método de difusão em ágar, é suportado por dados clínicos e laboratoriais; 
e tem a vantagem d os resultados serem altamente reprodutíveis (BARRY et al., 1979). 
O método de difusão em agar baseia-se na avaliação da concentração da substância 
necessária para inibir uma estirpe bacteriana, que se determina medindo o halo de inibição de 
crescimento na superfície de uma placa de agar com um meio de cultura adequado e inocula-
das de forma homogénea com a bactéria em estudo e no qual são depositados de forma equi-
distante discos de papel de filtro com 6 mm de diâmetro impregnados com uma quantidade 
conhecida da substância, ou são efetuados poço equidistantes onde posteriormente se coloca 
um volume conhecido de amostra (National Committee for Clinical Laboratory Standards, 1998; 
HACEK et al., 1999; MBATA, et al., 2006). Quando a amostra é colocada irectamente no poço 
maior é a sensibilidade detectada em comparação com a aplicação de discos de papel 
(VALGAS et al., 2007). Após aplicação das amostras as placas devem ser colocadas em refri-
geração, a 4 °C, para permitir a difusão total dos extratos antes de se iniciar a incubação das 
bactérias em estufa (TEPE et al., 2004). 
É necessário assinalar que o tamanho da zona de inibição (halo) é influenciada por vá-




composto, a quantidade e concentração de inóculo e o tempo de incubação. Qualquer variação 
destes factores pode afectar o resultado do teste, no entanto, usando um procedimento 
padrão, é possível obter resultados fiáveis (RAMIREZ & MARIN-CASTAÑO, 2009).  
Neste estudo a actividade antimicrobiana dos orégãos e do tomilho limão foi avaliada 
contra bactérias gram-positivas (Staphylococcus aureus (ATCC6538), Staphylococcus epider-
midis (ATCC1228), Enterococcus faecalis (ATCC29212), Staphylococcus aureus resistente à 
meticilina (MRSA) (ATCC33591)) e bactérias gram-negativas (Escherichia coli (ATCC8739) e 
Pseudomonas aeruginosa (ATCC9027)). Todos os microrganismos utilizados neste estudo 
foram cedidos pela empresa Elisa Câmara SA. 
A suspensão dos microrganismos para os ensaios foi preparada transferindo-se diversas 
colónias, com crescimento entre 18-24 horas, bem isoladas, do meio Muller Hinton Agar (meio 
Muller Hinton com agar 1,5%) para um tubo contendo 10 mL de meio salino (0,85 % NaCl). A 
turbidez da solução foi ajustada a 0,5 na escala McFarland (densitometro Grant DEN-1B). As 
suspensões assim preparadas foram inoculadas com auxílio de uma zaragatoa na superfície 
de placas de Petri contendo meio Muller Hinton Agar. De seguida, efectuaram-se poços equi-
distantes de 6 mm de diâmetro com o auxílio de um tubo de vidro estéril, tendo as diversas 
amostras sido introduzidas nesses poços (50 µL por poço). As placas foram depois colocadas 
a 4 ºC para difusão completa dos extractos e, em seguida, foram a incubar em estufa a 37 ºC 
durante 24 horas. Foram realizados triplicados de todas as amostras e foram sempre efetuados 
ensaios controlo com os diversos solventes das amostras. Após o tempo de incubação, os 
diâmetros das zonas de inibição foram medidos com uma régua tendo a atividade antimicro-
biana sido estimada a partir do diâmetro dessas zonas de inibição. 
  
2.7. Análise Estatística dos dados 
O tratamento estatístico dos resultados obtidos foi efetuado recorrendo ao software 
Microsoft Office Excel 2010® (Microsoft Corporation, Washington). Em todos os testes-t elabo-
rados foi utilizado um nível de significância de 0,05, sendo que se P<0,05 existem diferenças 




3. Resultados e Discussão  
O conhecimento dos níveis de ingestão de polifenóis na dieta e sua bioacessibilida-
de/biodisponibilidade ao longo do tracto gastrointestinal são fatores chave para avaliar a signifi-
cância biológica na saúde humana. Pretendeu-se com este trabalho avaliar a bioacessibilidade 
dos antioxidantes de duas plantas aromáticas amplamente utilizada na cozinha tradicional por-
tuguesa: os orégãos e o tomilho limão. Para cumprir este objetivo realizaram-se simulações in 
vitro do processo de digestão gástrica e gastrointestinal, avaliando a quantidade de fenóis 
totais, de flavonóides totais e a capacidade antioxidante e antimicrobiana do extratos obtidos 
através de cada um destes processos. Estes extratos permitem avaliar a quantidade de com-
postos bioativos que se consegue solubilizar da matriz da planta ao longo do processo de 
digestão (fração bioacessível).  
Para ter uma ideia do potencial antioxidante e antimicrobiano destas plantas, os extratos 
obtidos por simulação do processo de digestivo foram sempre comparados com extratos prepa-
rados com etanol 70%, utilizando a mesma proporção massa de planta/volume de solvente. A 
utilização deste solvente baseou-se em resultados publicados que mostram a sua eficiência na 
extração dos compostos bioativos destas plantas. HAMDY e colaboradores (2012) analisaram 
a actividade antioxidante e os compostos fenólicos em extratos de tomilho, sálvia e manjerona, 
e concluiram que o metanol e etanol foram melhores solventes que outros na extração de com-
postos fenólicos dos extratos. Também HENÁNDEZ-HERNÁNDEZ e colaboradores (2008) 
analisaram a concentração de carnosol, ácido rosmarínico e carnósico nas folhas de orégãos e 
alecrim e concluíram que os extratos etanólicos continham concentrações elevadas nestes 
fenóis, principalmente ácido rosmarínico, mostrando a eficiência deste solvente para extrair 
este tipo de compostos.  O total de compostos fenólicos de extratos etanólicos e aquosos de 
tomilho também foram analisados por MATA e colaboradores (2007) usando o método de 
Folin-Ciocalteau. Os valores encontrados foram maiores para o extrato etanólico o que mais 
uma vez evidencia a eficiência do etanol na extração dos polifenóis. Por outro lado, a utilização 
de soluções de etanol ou metanol contendo uma percentagem de água tem mostrado ser mais 
efetiva na extração de compostos antioxidantes do que a utilização destes solventes puros 
(RICE-EVANS et al., 1997). 
Neste trabalho optou-se por realizar os extratos com as plantas tal como são utlizadas 
na alimentação, ou seja, optou-se pela utilização das plantas frescas. Esta opção prendeu-se 
com o facto dos processos enzimáticos e químicos que ocorrem durante a secagem poderem 
levar a oxidações e, outras alterações significativas da composição fitoquímica das plantas em 





3.1. Determinação dos fenóis totais pelo Método Folin-Ciocalteau  
  Através do método Folin-Ciocalteu, foram determinados os compostos fenólicos totais, 
expressos em mg equivalentes de ácido gálico por litro de extrato (Tabela 3.1).  
 
 
Tabela 3.1. Compostos fenólicos totais (média ± desvio padrão) nos extratos etanólicos e nos extratos 
obtidos por simulação da digestão gástrica e gastrointestinal dos orégãos e do tomilho limão.  
  Compostos fenólicos totais (mg eq ác.gálico/L) 
Planta Extrato Etanólico Digestão Gástrica Digestão Gastrointestinal 
Orégãos  3206a, A ± 56  1379c, A ± 66  2284b, A ±94 
Tomilho limão 1973a, B ±209  690c, B ± 68  1058b, B ± 42 
Médias com letras diferentes são significativamente diferentes de acordo com teste t (p< 0,05). Letras 
minúsculas significam diferenças significativas entre extratos diferentes para a mesma planta. Letras 
maiúsculas significam diferenças significativas entre  plantas para o mesmo tratamento. 
 
 
Comparando os extratos das duas plantas obtidos em condições semelhantes, é possí-
vel verificar que os extratos de óregãos têm sempre um teor em compostos fenólicos totais 
superior ao dos extratos de tomilho limão. Assim, apesar destas duas plantas pertencerem à 
mesma familia (Lamiaceae), têm diferenças no conteúdo de compostos fenólicos totais. Estas 
diferenças devem resultar maioritariamente das diferenças nas suas carateristicas genéticas, 
podendo ainda ser acentuadas por diferenças nas condições edafoclimáticas ou das condições 
de crescimento e época de colheita da planta, que se sabe poderem influenciar a concentração 
de compostos fenólicos (POIROUX-GONORD et al., 2010).  
Os elevados teores em compostos fenólicos apresentados pelas duas plantas e o facto 
do teor em compostos fenólicos totais apresentado pelos extratos de orégãos ser superior aos 
do tomilho limão está de acordo com os resultados reportados por outros autores. Assim, 
ZHENG & WANG (2001) estudaram oito espécies da familia Lamiaceae e reportaram que o 
orégão fresco apresentava o conteúdo fenólico mais alto. ZÁCARI (2008) determinou compos-
tos fenólicos de cinco plantas pelo método de Folin-Ciocalteau, sendo que, das plantas anali-
sadas, os orégãos e o tomilho foram as que mais se destacaram, apresentando maiores con-
centrações de compostos fenólicos.  
Os resultados mostraram que apesar da solubilização de compostos fenólicos não ser 
completa, uma vez que o extrato em etanol foi sempre o que apresentou uma concentração 
mais elevada, uma grande percentagem dos compostos fenólicos totais presentes nestas plan-
tas consegue ser solubilizada no decurso da digestão gastrointestinal. Assim, em relação aos 




te a digestão gástrica aumentando este valor para 71% no final da digestão total (gastrointesti-
nal). No caso do tomilho limão verificou-se que 35% do total de compostos fenólicos se solubi-
lizaram durante a digestão gástrica aumentando este valor para 54% no final da digestão total.  
A observação destes valores permite verificar que os compostos fenólicos presentes nos 
orégãos têm uma maior bioacessibilidade que os presentes no tomilho limão. Esta diferença 
pode indicar uma mais fácil solubilização dos compostos presentes nos orégãos ou que os 
compostos fenólicos do tomilho limão são mais sensíveis ao processo de digestão. De acordo 
com o descrito em diversos estudos, os compostos fenólicos podem ser não ser extraídos ou 
ser sensíveis às condições de digestão (CHIANG et al., 2013; NIMALARATNE, 2015; 
TAGLIAZUCCHI et al., 2010). Alguns estudos realizados indicam que as diferentes estruturas 
dos compostos fenólicos conferem um ponto diferencial no que diz respeito ao seu comporta-
mento no processo digestivo. Desta forma, consoante a sua estrutura, as suas perdas podem 
variar desde o negligenciável até à degradação quase total (GIÃO et al., 2012). 
No seu conjunto é possível verificar que para ambas as plantas a maior percentagem de 
compostos fenólicos foi solubilizada durante a fase gástrica (cerca de 60 a 65% do total de 
compostos fenólicos solubilizados durante a simulação da digestão). Assim, os compostos 
fenólicos submetidos ao processo digestivo estão presentes a partir do estômago, indicando 
que a digestão gástrica liberta os compostos funcionais da matriz alimentar, isto é, torna-os 
bioacessíveis. Apesar de ser principalmente no estômago que a extração dos compostos fenó-
licos ocorre, o intestino também tem a capacidade de os libertar. 
O aumento do conteúdo em compostos fenólicos totais que ocorre entre o final da fase 
gástrica e o final da digestão total sugere que esta transição facilite a libertação dos compostos 
fenólicos da matriz alimentar em que estão inseridos, o que pode ser explicado pela mudança 
de pH, pelo efeito das enzimas digestivas intestinais (RIBEIRO, 2016), e principalmente neste 
ensaio, pelo tempo adicional de extração, uma vez que a realização da etapa intestinal implica 
uma duplicação do tempo de extração.  
 
3.2. Quantificação dos Flavonóides Totais  
A determinação dos flavonóides totais, expressos em mM equivalentes de catequina por 
litro de extrato, foi realizada através do método de complexação com o alumínio na presença 







Tabela 3.2. Teor em flavonóides totais (média ± desvio padrão) nos extratos etanólicos e nos extratos 
obtidos por simulação da digestão gástrica e gastrointestinal dos orégãos e do tomilho limão.  
 Flavonóides totais (mM eq catequina/L de extrato) 
Planta Extrato Etanólico Digestão Gástrica Digestão Gastrointestinal 
Orégãos  9,44a, A ± 0,41 1,75c, A ± 0,24 2,80b, A ± 0,18 
Tomilho limão 5,20a, B ± 0,73 0,70c, B ± 0,07 0,87b, B ± 0,04 
Médias com letras diferentes são significativamente diferentes de acordo com teste t (p< 0,05). Letras 
minúsculas significam diferenças significativas entre extratos diferentes para a mesma planta. Letras maiúsculas 
significam diferenças significativas entre  plantas para o mesmo tratamento. 
 
Os resultados indicaram, que tal como verificado no teor em fenóis totais, o teor de fla-
vonóides totais foi, igualmente, superior nos extratos de orégãos em relação aos extratos de 
tomilho (extrato etanólico, após digestão gástrica e digestão total). Nas duas plantas aromáti-
cas o teor de flavonóides totais foi superior nos extratos etanólicos e mais baixo nos extratos 
obtidos por simulação da digestão gástrica. 
 Em relação aos flavonóides totais verificou-se que apenas uma pequena percentagem 
conseguiu ser solubilizada e/ou permaneceu estável nas condições da simulação da digestão. 
Assim, em relação aos orégãos verificou-se que cerca de 18% do total de flavonóides se solu-
bilizaram durante a digestão gástrica aumentando este valor para 30% no final da digestão total 
(gastrointestinal). No caso do tomilho limão verificou-se que 13% do total de flavonóides se 
solubilizaram durante a digestão gástrica aumentando este valor para 17% no final da digestão 
total. Mais uma vez, foi no decurso do passo gástrico que se verificou a maior extração destes 
compostos. No caso dos orégãos 62% dos flavonóides solubilizados no decurso da digestão 
total foram extraídos no estômago, enquanto que no caso do tomilho limão este valor corres-
pondeu a 81% do total.  
Tal como verificado no caso dos fenóis totais, também em relação aos flavonóides se 
verificou que, embora a maior parte dos compostos seja solubilizada na fase gástrica, ainda há 
compostos que apenas ficam solubilizados do decurso da etapa intestinal, especialmente no 
caso dos orégãos. Mais uma vez os fatores pH, enzimas e tempo de extração podem explicar 
este resultado. Também neste caso se verificou uma maior bioacessibilidade dos flavonóides 
dos orégãos em relação aos do tomilho limão. 
Poucos são os resultados encontrados na literatura para análise de flavonóides totais 
dos orégãos e tomilho limão, o que realça a importância da análise efetuada no presente estu-
do. Porém, FERNANDES e colaboradores (2017) analisaram um extrato de orégãos (Origanum 




abundantes. LICINA e colaboradores (2013) determiram o teor de flavonóides totais no extrato 
de orégãos usando o método de cloreto de alumínio. As concentrações de flavonóides obtidas 
nesse estudo situaram-se entre os 57,1 e 132 mg de rutina/g de amostra. As diferenças no 
método de preparação das amostras e nas unidades em que se expressou o resultado impos-
sibilita uma comparação direta com os resultados obtidos. ALMEIDA (2013) determinou o teor 
de flavonóides totais do extrato etanólico de tomilho tendo chegado a uma concentração de 23, 
46 mg eq. de quercetina/g de amostra. Também HOSSAIN e colaboradores (2013) analisaram 
o teor de flavonóides totais em extratos de tomilho preparados com diferentes solventes tendo 
obtido um máximo de 1,71 mg de quercetina/g, no extrato preparado com metanol. Mais uma 
vez, a diferença nos métodos de preparação e análise das amostras bem como nas unidades 
utilizadas impossibilitam a comparação direta de resultados.  
 
3.3. Determinação da actividade antioxidante das diferentes plantas 
aromáticas. 
Uma vez que não existe um método universal para analisar a actividade antioxidante de 
uma amostra, por esta poder ser exercida através de diferentes mecanismos, aplicaram-se 
diversos ensaios de avaliação do potencial antioxidante aos extratos etanólicos e aos resultan-
tes da simulação da digestão gástrica e gastrointestinal. Assim, realizaram-se dois ensaios de 
determinação da capacidade redutora (ensaios CUPRAC e FRAP) e três ensaios de sequestro 
de espécies radicalares (sequestro dos radicais DPPH•, ABTS e anião superóxido). 
 
3.3.1. Sequestro do radical DPPH•  
O ensaio de sequestro do radical 2,2-difenil-1-pircrilhidrazilo (DPPH•) determina a activi-
dade antioxidante, expressa em mg equivalentes de ácido ascórbico/L de extrato. Os resulta-











Tabela 3.3. Actividade antioxidante (média ± desvio padrão) detetada pelo ensaio DPPH nos extratos 
etanólicos e nos extratos obtidos por simulação da digestão gástrica e gastrointestinal dos orégãos e do 
tomilho limão.  
 mg Eq de ácido ascórbico/L de extrato 
Planta Extrato Etanólico Digestão Gástrica Digestão Gastrointestinal 
Orégãos  1661,92a, A ± 7,53 174,19c, A ± 3,24 390,95b, A ± 28,18 
Tomilho limão 1559,24a, B ± 2,05 58,49c, B ± 2,37 71,99b, B ± 1,26 
Médias com letras diferentes são significativamente diferentes de acordo com teste t (p< 0,05). Letras 
minúsculas significam diferenças significativas entre extratos diferentes para a mesma planta. Letras 
maiúsculas significam diferenças significativas entre  plantas para o mesmo tratamento. 
 
 
A análise dos resultados apresentados na Tabela 3.3 permite verificar que as amostras 
de orégãos (extrato etanólico, após digestão gástrica e digestão total) apresentaram uma maior 
atividade antioxidante em comparação com os respetivos extratos de tomilho limão, o que 
sugere o envolvimento dos fenóis, em particular dos flavonóides, na atividade antioxidante 
detetada por este ensaio. Este resultado já era do esperado dado já ter sido descrita por diver-
sos autores a existência de uma correlação positiva entre a quantidade de compostos fenólicos 
e a capacidade antioxidante dos alimentos (FALLARERO, 2003; KUSKOSKI et al., 2005). Con-
tudo, a diferença de valores de atividade antioxidante entre os extratos etanólicos das duas 
plantas, embora sendo significativa, não é tão acentuada como a verificada nos ensaios ante-
riores (determinação de fenóis e de flavonóides totais).  
Do total de compostos, presente nas amostras, com capacidade de sequestrar o radical 
DPPH•, apenas uma pequena fração se encontra solúvel e ativa no final da digestão gástrica e 
da digestão total (gastrointestinal). Com efeito, no que diz respeito aos orégãos verificou-se 
que a atividade de sequestro do DPPH no final do passo gástrico foi cerca de 11% da registada 
pelo extrato etanólico, aumentando este valor para 24% no final da digestão gastrointestinal. 
No que diz respeito ao tomilho limão os valores são ainda mais baixos, tendo os extratos gás-
tricos e gastrointestinal registado apenas, respetivamente, cerca de 4% e 5% da atividade do 
extrato etanólico. A análise destas percentagens de atividade permite, mais uma vez, verificar 
uma maior bioacessibilidade dos antioxidantes presentes nos orégãos quando comparados 
com os antioxidantes presentes no tomilho limão. 
Na amostra de orégãos, o passo intestinal ainda permitiu solubilizar uma fração impor-
tante dos compostos antioxidantes, visto a atividade no final do passo gástrico ter sido apenas 
45% da atividade registada no final da digestão total. Pelo contrário, na amostra de tomilho 
limão a quantidade de compostos antioxidantes solubilizada durante a etapa gástrica teve um 




digestão gastrointestinal. Tal como anteriormente referido a diferença de resultados obtida em 
ambas as etapas da digestão pode dever-se às diferenças de pH, tempo de extração e às ati-
vidades das várias enzimas que vão sendo adicionadas. Todos estes valores podem interferir 
com a solubilização dos compostos ou com a sua estabilidade e atividade. 
São escassas as informações encontradas na literatura sobre a atividade antioxidante-
dos orégãos e tomilho limão após a digestão, embora, atualmente os estudos desenvolvidos 
começam a direcionar-se para a avaliação das possíveis alterações na atividade antioxidante 
de diferentes productos alimentares após a digestão gastrointestinal (NIMALARATNE, 2015). 
Contudo a menor atividade antioxidante que se verifica nos extratos obtidos por simulação da 
digestão gastrointestinal em relação aos extratos etanólicos pode resultar, por um lado, de uma 
diferente solubilização dos compostos antioxidantes resultante das diferenças de condições em 
que estes extratos são realizados. Por outro lado, esta diferença pode também espelhar uma 
menor estabilidade dos compostos fenólicos nas condições dae digestão. Com efeito, as con-
dições da digestão podem transformar os compostos fenólicos em diferentes formas estrutu-
rais, sendo que estas diferenças podem originar resultados de atividades antioxidante distintos 
(RIBEIRO, 2016). 
Diversos estudos relataram que os extractos de orégãos têm uma elevada capacidade 
antioxidante. Um estudo de GAWLIH-DZIKI (2012) demostrou o maior potencial antioxidante do 
extrato de orégão em comparação com outros extratos de plantas. LICINA e colaboradores 
(2013) avaliaram a atividade antioxidante através da capacidade de sequestro de radical 
DPPH•, dos extratos de orégão (Origanum vulgare L.) com diferentes solventes tendo o extrato 
etanólico sido o mais activo. Outros autores analisaram a atividade antioxidante de alguns 
extratos de plantas da familia das Lamiaceae, incluindo os orégãos, e atribuíram a sua ativida-
de de sequestrar o radical DPPH• aos compostos fenólicos e, em particular, aos flavonóides 
(ECONOMOU et al., 1991; SPIRIDON et al., 2011; ŠKERGET et al., 2005). Também SAHIN e 
colaboradores (2004) descreveram que as fortes propriedades dos extratos de orégano para 
sequestrar os radicais DPPH• são devidas aos compostos fenólicos. 
ALMEIDA (2013) analisou a atividade antioxidante dos extratos etanólicos de tomilho e 
verificou que, estes extratos, demostraram capacidade para capturar radicais livres. HAMDY e 
colaboradores (2012) analisaram a atividade antioxidante e compostos fenólicos em extratos 
de tomilho, sálvia e manjerona e concluíram que os valores mais altos da atividade de seques-
tro do radical DPPH• verificada nos extratos de tomilho poderia ser devido ao seu maior con-





3.3.2. Determinação da actividade de redução do Fe (III) a Fe(II) pelo 
ensaio FRAP 
Os valores FRAP para as diferentes amostras analisadas encontram-se na Tabela 3.4. 
 
Tabela 3.4. Actividade antioxidante (média ± desvio padrão) detetada pelo ensaio FRAP nos extratos 
etanólicos e nos extratos obtidos por simulação da digestão gástrica e gastrointestinal dos orégãos e do 
tomilho limão.  
 Valor FRAP (mmol Fe+2/L de extrato) 
Planta Extrato Etanólico Digestão Gástrica Digestão Gastrointestinal 
Orégãos  37,95a, A ± 0,55 5,61c, A ± 0,01 11,41b, A ± 1,27 
Tomilho limão 20,80b, B ± 1,23 3,36c, B ± 0,81 5,82b, B ± 0,59 
Médias com letras diferentes são significativamente diferentes de acordo com teste t (p< 0,05). Letras 
minúsculas significam diferenças significativas entre extratos diferentes para a mesma planta. Letras 
maiúsculas significam diferenças significativas entre  plantas para o mesmo tratamento. 
 
O ensaio da capacidade antioxidante por meio do teste FRAP demostrou que, em rela-
ção ao tomilho limão, o orégano possui maior atividade antioxidante, quer no extrato etanólico 
quer após a digestão in vitro. Deste modo, também no ensaio FRAP a atividade antioxidante 
apresentou uma correlação positiva com o teor de fenóis e flavonóides totais, uma vez que os 
extratos de orégãos também apresentaram maior conteúdo nestes compostos. Também é pos-
sível verificar que, através da digestão in vitro, se obtém uma atividade antioxidante inferior à 
que se consegue obter através da realização de extratos etanólicos e que a capacidade antio-
xidante após a digestão gástrica é menor do que após a digestão total. 
  O extrato obtido por digestão gástricados orégãos apresentou cerca de 15% da ativida-
de FRAP apresentada pelo respetivo extrato etanólico, enquanto que extrato obtido por diges-
tão total apresentou cerca de 30% da atividade FRAP apresentada pelo extrato etanólico. No 
caso do tomilho limão a atividade FRAP no final das fases gástrica e gastrointestinal foi, respe-
tivamente, cerca de 16% e 28% da atividade apresentada pelo extrato etanólico. Em ambas as 
plantas em estudo, o passo intestinal ainda permitiu solubilizar uma fração importante dos 
compostos antioxidantes, visto a atividade FRAP no final do passo gástrico ter representado 
cerca de 45% para os orégãos e cerca de 58% para o tomilho limão da atividade FRAP regis-
tada no final da digestão total. 
SILVA-MATIOLLI (2014) analisou a atividade antioxidante de plantas aromáticas, incluin-
do os orégãos, e concluiu que as plantas que apresentaram maior atividade antioxidante por 
meio do teste FRAP também demonstraram maior quantidade de fenóis e flavonóides totais. 




antioxidantes, onde apresentou a atividade antioxidante, por meio do ensaio FRAP, do orégano 
e tomilho, analisado por CARLSEN e colaboradores (2010). Assim para o extrato das folhas de 
orégano a atividade antioxidante variou entre os 63,2 e 84,0 mmol/100 g de amostra, e para o 
tomilho os valores variaram entre os 56,3 e 59,1 mmol/100 g de amostra. As diferenças na for-
ma de expressar os resultados impedem uma comparação mais aprofundada com os resulta-
dos obtidos no presente estudo, mas, apesar das diferenças, é possível verificar que, tal como 
no presente estudo, os orégãos também apresentaram uma atividade antioxidante (FRAP) 
superior à do tomilho. 
 
3.3.3. Determinação da redução do Cu (II) pelo ensaio CUPRAC. 
Os valores CUPRAC das amostras testadas encontram-se apresentados na Tabela 3.5.  
 
Tabela 3.5. Actividade antioxidante (média ± desvio padrão) detetada pelo ensaio CUPRAC nos extratos 
etanólicos e nos extratos obtidos por simulação da digestão gástrica e gastrointestinal dos orégãos e do 
tomilho limão.  
 Valor de CUPRAC (µmol ácido ascórbico/L de extrato) 
Planta Extrato Etanólico Digestão Gástrica Digestão Gastrointestinal 
Orégãos  38,57a, A ± 4,95 11,56c, A ± 0,17 21,07b,, A ± 0,23 
Tomilho limão 24,47a, B ± 1,00 5,21c, B ± 0,13 8,69b,B ± 0,38 
Médias com letras diferentes são significativamente diferentes de acordo com teste t (p< 0,05). Letras 
minúsculas significam diferenças significativas entre extratos diferentes para a mesma planta. Letras 
maiúsculas significam diferenças significativas entre  plantas para o mesmo tratamento. 
 
 
Tal como nos ensaios anteriores também no ensaio as amostras de orégãos (extrato 
etanólico, após digestão gástrica e digestão total) apresentaram uma capacidade antioxidante-
superior às de tomilho limão. Em ambas as plantas a atividade antioxidante nos extratos etanó-
licos foi superior à verificada nas amostras resultantes da simulação da digestão gástrica e 
gastrointestinal.  
O extrato obtido por digestão gástrica do orégano apresentou cerca de 30% da atividade 
CUPRAC apresentada pelo respetivo extrato etanólico, enquanto que extrato obtido por diges-
tão total apresentou cerca de 55% da atividade CUPRAC apresentada pelo extrato etanólico. 
No caso do tomilho limão a atividade CUPRAC no final das fases gástrica e gastrointestinal foi, 
respetivamente, cerca de 21% e 35% da atividade apresentada pelo extrato etanólico. Assim, 
mais uma vez se verificou uma maior bioacessibilidade dos compostos antioxidantes dos oré-




dade antioxidante durante a simulação da fase intestinal da digestão. Assim, a atividade 
CUPRAC no final do passo gástrico representou cerca de 55% para os orégãos e cerca de 
60% para o tomilho limão da atividade CUPRAC registada no final da digestão total. 
A concordância entre os resultados obtidos neste ensaio e nos ensaios anteriores suge-
re, igualmente, o envolvimento dos compostos fenólicos nesta atividade. Mais uma vez o facto 
dos extratos etanólicos serem os que apresentaram atividades mais elevadas pode relacionar-
se com as diferenças das condições de extração bem como com a possibilidade dos compos-
tos fenólicos sofrerem alterações estruturais durante o processo de digestão gastrointestinal 
que possam originar diferenças na sua atividade antioxidante.  
 
3.3.4. Capacidade antioxidante Trolox equivalente (TEAC) - ABTS. 
Os valores ABTS•+ das amostras testadas encontram-se apresentados na Tabela 3.6. 
 
Tabela 3.6. Actividade antioxidante (média ± desvio padrão) detetada pelo ensaio ABTS nos extratos 
etanólicos e nos extratos obtidos por simulação da digestão gástrica e gastrointestinal dos orégãos e do 
tomilho limão.  
  Valor de ABTS•+ (mmol eq. de Trolox/L de extrato) 
Planta Extrato Etanólico Digestão Gástrica Digestão Gastrointestinal 
Orégãos  145,43a, A ± 0,94 13,17c, A ± 0,60 58,38b, A ± 3,33 
Tomilho limão 73,44a, B ± 6,12 12,38c, A ± 1,97 39,90b, B ± 4,57 
Médias com letras diferentes são significativamente diferentes de acordo com teste t (p< 0,05). Letras 
minúsculas significam diferenças significativas entre extratos diferentes para a mesma planta. Letras 
maiúsculas significam diferenças significativas entre  plantas para o mesmo tratamento. 
 
O ensaio do sequestro do radical ABTS•+ demostrou que, quer o extrato etanólico quer a 
amostra no final da simulação da digestão gastrointetinal dos orégãos possuem maior facilida-
de de capturar este radical que os mesmos extrato de tomilho limão. Também neste ensaio a 
atividade antioxidante se correlacionou de forma positiva com o teor de fenóis e flavonóides 
totais. Verificou-se mais uma vez, em ambas as plantas, que a atividade antioxidante após a 
simulação da digestão foi inferior à obtida nos respectivos extratos etanólicos e que esta ativi-
dade aumentou durante a simulação da etapa intestinal. Assim, a capacidade de sequestro do 
ABTS no final do passo gástrico representou para os orégãos e para o tomilho limão cerca de 





A atividade de sequestro do radical ABTS no final do passo gástrico da digestão dos oré-
gãos foi cerca de 9% da atividade antioxidante do extrato etanólico, tendo este valor aumenta-
do para 40% no final da digestão total. No caso do tomilho limão, verificou-se que no final da 
digestão gástrica a capacidade de sequestro do radical ABTS foi cerca de 17% da atividade 
antioxidante do extrato etanólico, tendo este valor aumentado para 54% no final da digestão 
total. Assim, ao contrário do verificado nos ensaios anteriores, neste caso, verificou-se uma 
maior bioacessibilidade dos compostos antioxidantes do tomilho limão em relação aos dos oré-
gãos. Esta diferença sugere que os compostos responsáveis por esta atividade e pelas ativida-
des antioxidantes anteriormente detetadas nos outros ensaios realizados não sejam exatamen-
te os mesmos. 
Conforme já anteriormente salientado, diversos estudos descrevem que os compostos 
fenólicos podem ser sensíveis a condições de digestão (CHIANG et al., 2013), e esta sensibili-
dade pode contribuir para a atividade antioxidante após a digestão in vitro ser inferior à dos 
extratos etanólicos.  
CASEMIRO, (2016) analisou a capacidade de sequestro do radical ABTS•+ de extratos 
de orégano, tomilho e alecrim e observou que, de todas essas plantas, o extrato de orégano foi 
o que apresentou maior atividade antioxidante frente a este radical, com um valor de 365,38 
µmol/g de amostra, enquanto o extrato de tomilho apresentou 151,03 µmol/g de amostra. Este 
autor também verificou que quanto maior o teor de compostos fenólicos, maior a atividade 
antioxidante. À diferença na expressão dos resultados, dificulta uma comparação com os resul-
tados do presente trabalho, mas apesar dessa diferença, verificou-se que os extratos de oré-
gãos apresentaram atividades superiores aos de tomilho, o que concorda com os resultados 
obtidos no presente estudo.  
GÓMEZ-ESTACA e colaboradores (2009) analisaram as atividades antioxidantes de ex-
tratos aquosos de orégano e alecrim. Estes autores observaram que o extrato de orégano 
apresentava maior teor de fenóis totais e maior atividade antioxidante, e que o ácido rosmaríni-
co foi o composto fenólico mais abundante. Na capacidade de capturar o radical livre ABTS•+, a 
atividade antioxidante foi mais elevada para o extrato de orégano (1,048 mg eq. de ácido 
ascórbico/mL de extrato) que no extrato de alecrim (0,141 mg eq. de ácido ascórbico/mL de 
extrato). Outros investigadores têm trabalhado com extratos aquosos e alcoólicos e também 
relataram concentrações mais elevadas de ácido rosmarínico em orégano comparado com o 
alecrim (SHAN et al., 2005; ZHENG & WANG, 2001), o que sugere que o ácido rosmarínico 





3.3.5. Determinação da actividade antioxidante por sequestro do radi-
cal anião superóxido. 
A capacidade de sequestro do radical anião superóxido é um ensaio com elevada rele-
vância biológica dada a possibilidade de formação in vivo deste radical. Os valores de seques-
tro do radical anião superóxido das amostras testadas encontram-se apresentados na Tabela 
3.7.  
 
Tabela 3.7. Actividade antioxidante (média ± desvio padrão) detetada pelo ensaio de seuqestro do radi-
cal anião superóxido nos extratos etanólicos e nos extratos obtidos por simulação da digestão gástrica e 
gastrointestinal dos orégãos e do tomilho limão.  
 Capacidade de sequestro do O2-. (mmol eq. de ác.gálico/L de extrato) 
Planta Extrato Etanólico Digestão Gástrica Digestão Gastrointestinal 
Orégãos  93,90a, A ± 5,99 28,45c, A ± 1,21 57,42b, A ±0,60 
Tomilho limão 90,61a, A ± 18,41 27,52c, A ± 2,55 63,05b, A ± 6,67 
Médias com letras diferentes são significativa mente diferentes de acordo com teste t (p< 0,05). Letras 
minúsculas significam diferenças significativas entre extratos diferentes para a mesma planta. Letras 
maiúsculas significam diferenças significativas entre  plantas para o mesmo tratamento. 
 
Todas as amostras apresentaram capacidade de sequestrar o radical anião superóxido. 
Verificou-se mais uma vez, em ambas as plantas, que a atividade antioxidante após a simula-
ção da digestão foi inferior à obtida nos respectivos extratos etanólicos e que esta atividade 
aumentou durante a simulação da etapa intestinal. Assim, a capacidade de sequestro do radi-
cal anião superóxido no final do passo gástrico representou para os orégãos e para o tomilho 
limão cerca de 50% e 44%, respetivamente da atividade de sequestro registada no final da 
digestão total. 
 Contudo, neste ensaio não se verificaram diferenças significativas entre a atividade 
antioxidante dos extratos etanólicos, gástricos e gastrointestinais das duas plantas. A atividade 
de sequestro do radical anião superóxido no final do passo gástrico da digestão dos orégãos foi 
cerca de 30% da atividade antioxidante do extrato etanólico, tendo este valor aumentado para 
61% no final da digestão total. No caso do tomilho limão, verificou-se que no final da digestão 
gástrica a capacidade de sequestro do radical anião superóxido foi cerca de 30% da atividade 
antioxidante do extrato etanólico, tendo este valor aumentado para 70% no final da digestão 
total. Assim, tal como verificado no ensaio do ABTS, neste ensaio verificou-se igualmente uma 
maior bioacessibilidade dos compostos antioxidantes do tomilho limão em relação aos dos oré-
gãos. Esta diferença sugere que os compostos maioritariamnete responsáveis por esta ativida-




riamente envolvidos nos restantes ensaios de atividade antioxidante realizados devam ser 
outros. O facto dos extratos de tomilho limão terem menor teor em fenóis e flavonóides totais 
do que os extratos de orégãos, tendo, no entanto, uma capacidade para sequestrar o radical 
anião superóxido idêntica, pode resultar de apenas alguns dos compostos fenólicos contribui-
rem para esta atividade. Com efeito, nem sempre o efeito antioxidante depende da concentra-
ção total de compostos fenólicos, podendo apenas correlacionar-se com a concentração de 
alguns compostos específicos.  
 
 
3.4. Determinaçao da actividade antimicrobiana das plantas aromá-
ticas. 
 A actividade antimicrobiana das amostras foi determinada através do método de difu-
são em placa, pela da medição dos halos de inibição do crescimento das diferentes bactérias, 
em milímetros, que surgiram à volta da zona onde foi colocada a amostra. Neste ensaio ape-
nas se conseguiu observar inibição do crescimento com os extratos etanólicos e apenas em 
relação às bactérias gram-positivas estudadas (Tabela 3.8). 
 
Tabela 3.8. Efeito inibitório dos extratos etanólicos de orégãos e de tomilho limão no crescimento das 
diferentes bactérias. 
Diâmetro do halo de inibição (mm) 
Orégano S. aureus MRSA E. coli S. epidermidis P. aeruginosa E. faecalis 
Extrato etanólico 
de oregãos 






















--  = sem efeito. 
 
Assim, os extratos etanólicos de ambas as plantas conseguiram inibir o crecimento das 
bactérias Gram-positivas; Staphylococcus aureus, MRSA, Staphylococcus epidermidis e Ente-
rococcus faecalis, sem apresentar efeito nas bactérias Gram-negativas: Escherichia coli e 
Pseudomona aeruginosa. Os extratos da digestão gástrica e digestão total não apresentaram 
nenhuma atividade inibitória. Esta diferença pode resultar da maior concentração em compos-
tos fenólicos que se verifica nos extratos etanólicos ou do facto dos compostos fenólicos res-




A especificidade dos extratos em relação às bactérias gram-positivas pode relacionar-se 
com as diferenças na estrutura da parede que estas bactérias têm em relação às Gram-
negativas. Assim, as bactérias Gram-negativas têm uma membrana externa que possui lipopo-
lisacáridos e que pode condicionar o acesso dos compostos antimicrobiano ao interior da célula 
(CHOPRA & GREENWOOD, 2001; CABEEN & JACOBS-WAGNER, 2005). Isto faz com que-
geralmente as bactérias Gram-negativas sejam menos susceptíveis aos extratos de plantas 
que as bactérias Gram-positivas. 
Os resultados obtidos estão de acordo com os publicados por CHIANG-CHAN e colabo-
radores (2012). Estes autores analisaram as propriedades antibacterianas de algumas plantas 
da família das Lamiaceae (orégãos, tomilho, alecrim, etc.,) frescas e secas. Todas as plantas 
testadas, quer frescas quer secas, não apresentaram atividade antibacteriana contra as bacté-
rias Gram-negativas Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella typhi, tendo 
apresentado contra as Gram-positivas. Assim, nas ervas frescas, o tomilho apresentou efeito 
inibitório contra o Micrococcus luteus e o Staphylococcus aureus, os orégãos só inibiram o 
crescimento de Staphylococcus aureus.  
MOSTAFA e colaboradores (2017) avaliaram a atividade antimicrobiana dos extratos de 
cinco plantas, entre eles o tomilho, contra bactérias responsáveis pelo aparecimento de intoxi-
caçoes alimentares, incluindo duas bactérias Gram-positivas (Bacillus cereus e Staphylococcus 
aureus) e três bactérias Gram-negativas (E. coli, Salmonella typhi e Pseudomonas aeruginosa), 
usando o método de difusão em agar. Neste trabalho o tomilho foi efetivo contra S. aureus e P. 
aeruginosa. A diferença de resultados obtida pode estar relacionada com a espécie de tomilho 
utilizada, com diferenças nos métodos e condições de cultivo bem como no método de extra-
ção. 
As plantas são ricas em uma variedade de compostos antimicrobianos tais como saponi-
nas, taninos, alcalóides, glicoalcaloides, flavonóides, sesquiterpenos, lactonas e terpenóides 
(LEWIS & AUSUBEL, 2006; TAJKARIMI, et al., 2010). Foram publicados numerosos estudos 
sobre as propriedades antimicrobianas dos metabolitos de produtos vegetais (BAJPAI et al., 
2008; TAJKARIMI et al., 2010; TIWARI et al., 2009). Os polifenóis, e particularmente os flavo-
nóides têm actividade antibacteriana contra uma gama de microrganismos patogénicos 
(CUSHNIE & LAMB, 2005). As diferenças na composição em compostos polifenólicos podem 
contribuir para as diferenças de atividade antimicrobiana que se verificam entre diferentes plan-




4. Conclusão  
As ervas aromáticas são tradicionalmente usadas como ingredientes alimentares para 
acrescentar aroma ou sabor aos alimentos, bem como para aumentar a sua preservação pro-
tegendo-os da degradação oxidativa. Sabe-se que os compostos químicos de plantas aromáti-
cas são ingredientes biologicamente activos sendo directamente responsáveis por diferentes 
actividades, tais como atividade antioxidante, antimicrobiana, antiinflamatória e anticanceríge-
na. 
A maioria dos estudos avalia a atividade antioxidante nativa das matrizes alimentares 
pela extração química dos compostos fenólicos e determinação da respetiva atividade antioxi-
dante. Porém o teor extraído neste processo pode diferir quantitativa e qualitativamente dos 
que são realmente extraídos no processo digestivo, observando-se, em alguns dos ensaios já 
realizados uma diminuição dos compostos fenólicos quando é considerado o processo digesti-
vo. Tal pode sugerir que a extração química possa sobrestimar a disponibilidade dos compo-
nentes ativos dos alimentos. Este facto pode, também, indicar que durante o processo digesti-
vo, uma parte dos compostos fenólicos poder ser degradada e/ou que estes compostos podem 
não ser extraídos da matriz na sua totalidade (RIBEIRO, 2016). 
O objetivo deste trabalho foi então o avaliar a bioacessibilidade dos compostos antioxi-
dantes e antimicrobianos duas plantas aromáticas de consumo comum na cozinha tradicional 
portuguesa nomeadamente os oregãos (Origanum vulgare L.) e o tomilho limão (Thymus x 
citriodorus L.).  
Para isso realizaram-se simulações in vitro do processo de digestão gástrica e gastroin-
testinal, avaliando a quantidade de fenóis e flavonóides totais bem como a capacidade antioxi-
dante e antimicrobiana do extratos obtidos através de cada um destes processos. Estes extra-
tos permitiram avaliar a quantidade de compostos bioativos que se conseguiu solubilizar da 
matriz da planta ao longo do processo de digestão (fração bioacessível). Para ter uma ideia do 
potencial antioxidante e antimicrobiano destas plantas, os extratos obtidos por simulação do 
processo de digestivo foram sempre comparados com extratos preparados com etanol 70%, 
utilizando a mesma proporção massa de planta/volume de solvente. 
Os resultados mostraram que todos os extratos de ambas as plantas em estudo pos-
suem capacidade antioxidante em todos os ensaios efectuados. Contudo, a atividade antioxi-
dante após simulação da digestão gastrointestinal foi estatisticamente inferior à obtida nos 
extratos etanólicos. O que suporta a hipótese da extração com solventes poder não ser o 






No entanto, apesar de nos ensaios efetuados a atividade antioxidante detetada em 
ambas as fases de digestão ser inferior à dos extratos em etanol, o que aponta no sentido da 
digestão gastrointestinal não conseguir extrair todo o potencial antioxidante destas plantas ou 
levar à destruição de alguns dos seus compostos bioativos, a atividade antioxidante obtida 
sugere que tanto os orégãos como o tomilho limão ainda possam desempenhar um papel 
importante na defesa antioxidante, em particular atuando na desativação de espécies reativas 
de oxigénio que se possam formar no aparelho digestivo. 
Para se conseguir com melhor precisão estabelecer associações entre as actividades 
biológicas estudadas e os compostos que as originam, teria todo o interesse efectuar uma aná-
lise química mais detalhada das plantas aromáticas estudadas. Assim, este estudo ficaria mais 
completo com a determinação do perfil em compostos fenólicos e com a identificação e quanti-
ficação de outros compostos, antes e principalmente após a digestão gástrica e digestão total. 
Desta forma, seria possível estudar estes compostos isoladamente e realizar uma melhor iden-
tificação dos principais compostos bioativos presentes nos extratos e da forma como cada um 
deles é afectado pela digestão gastrointestinal. 
A extrapolação destes resultados para a situação in vivo não pode ser imediata. Com 
efeito o facto de um composto apresentar uma determinada actividade in vitro não é condição 
necessária e suficiente para que a mantenha nas condições fisiologías reais. Apesar de existi-
rem alguns estudos que incluem a influência do processo digestivo na determinação da activi-
dade antioxidante de certos componentes alimentares, ainda há muito por fazer, uma vez que 
os modelos in vitro disponíveis ainda estão longe de mimetizar o que ocorre in vivo. Adicional-
mente existem outros fatores a considerar como, a complexidade e grande variabilidade indivi-
dual do processo digestivo (RIBEIRO, 2016). Assim, para uma simulação mais precisa das 
condições in vivo, devem ser utilizados os modelos dinâmicos (MINEKUS et al., 2014). Estes 
modelos mimetizam processos físicos e mecânicos, incluindo fluxos dinâmicos do alimento e 
modificações graduais de pH e enzimas, permitindo assim alcançar condições mais próximas 
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